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35S Radioaktives Schwefel-Isotop 
A Adenin oder Ampère 
Ampr Ampicillin-Resistenz 
AP Alkalische Phosphatase 
APS Ammoniumpersulfat 
Asn Asparagin 
B. taurus Bos taurus 
BCA Bicinchoninsäure („Bicinchoninic Acid“) 
BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat 
bp Basenpaare 
BSA Rinderserum Albumin 
bzw. beziehungsweise 
C Cytosin 
C. glareolus Clethrionomys glareolus 
ca. ungefähr 
cDNS Komplementäre DNS 
CL chemische Komponenten zur kovalenten Vernetzung von Proteinen 
CMV Cytomegalie-Virus 




DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNS Desoxyribonukleinsäure 
dNTPs Desoxyribonukleotide (5’-Triphosphate) 
DPBS Dulbecco’s PBS 
DTT Dithiothreitol 
E Glutamat 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
ESI Elektrospray-Ionisation 
FBS Fetales Rinderserum („Fetal Bovine Serum“) 
FCS Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie 
FPLC Schnelle Proteinflüssigchromatographie 












IRD Farbstoff mit Absorption im Infrarot-Bereich („Infrared dye“) 




LD50 50 % i.c. Lethale Dosis 
M Methionin 
M. musculus Mus musculus 











NMR Kernresonanzspektroskopie („nuclear magnetic resonance“) 
NP40 Nonidet-P40 
nt Nukleotid 
O. aries Ovis aries 
OD Optische Dichte 
OD600 Optische Dichte gemessen bei 600 nm 
ORF Offener Leserahmen („open reading frame“) 
PBS Phosphat gepufferte Salzlösung („Phosphate Buffered Saline“) 
PCR Polymerase-Kettenreaktion („Polymerase Chain Reaction”) 
Pen/Strep Penicillin / Streptomycin 
PK Proteinase K 
PMCA Protein Misfolding Cyclic Amplification 
Prnp Gen des Prion Proteins 
PrP Prion Protein 
PrPC Zelluläres Prionprotein 
PrPres Proteinase K-resistentes Prionprotein 
PrPSc  Aus TSE-infizierten Organismen gewonnenes infektiöses Prionprotein 
Purr Puromycin-Resistenz 
Q Glutamin 
RKI Robert-Koch Institut 
RNS Ribonukleinsäure 





SAF Scrapie-assoziierte Fibrille 
SDS Natriumdodecylsulfat („Sodium Dodecylsulfate“) 





TBS Tris-gepufferte Salzlösung 
TEMED N,N,N’,N’,-Tetramethylethylendiamin 
TOF Time of flight 
tTA Tetrazyklin-abhängiger Transkriptionsaktivator 
U Units (Hersteller-spezifische Enzymaktivitätseinheit) 
Units Hersteller-spezifische Enzymaktivitätseinheit 
upm Umdrehungen pro Minute 
V Valin 
v/v Volumen pro Volumen 
VLA Veterinary Laboratories Agency 
W Watt 
w/v Gewicht pro Volumen („weight per volume“) 
x Vielfaches von 
Y Tyrosin 
z.B. zum Beispiel 
ZfP Zentrallabor für Proteinanalytik 







1.1. Transmissible Spongiforme Enzephalopathien 
 
Als Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE) werden eine Reihe tödlich 
verlaufender, degenerativer Erkrankungen des Zentralnervensystems (ZNS) 
zusammengefasst, welche sowohl beim Menschen als auch bei diversen Tierarten 
auftreten. Als Archetyp dieser Krankheiten gilt die seit 1732 bekannte Traberkrankheit 
von Schafen und Ziegen (McGowan, 1922), die aufgrund der pathologischen 
Verhaltensmuster betroffener Tiere auch als Scrapie („to scrape“, engl. kratzen) 
bezeichnet wird (Stockmann, 1913). Weiterhin sind die Bovine Spongiforme 
Enzephalopathie beim Rind (BSE) (Wells et al., 1987), die übertragbare spongiforme 
Hirndegeneration bei Nerzen (TME, „Transmissible Mink Encephalopathy“) 
(Hartsough & Burger, 1965; Burger & Hartsough, 1965), die chronisch zehrende 
Krankheit der Hirschartigen (CWD, „Cronic Wasting Disease“) (Williams & Young, 
1980), die Feline Spongiforme Enzephalopathie der Katzen (FSE) (Wyatt et al., 1991) 
sowie weitere spongiforme Enzephalopathien bei zahlreichen Zootieren (Jeffrey & 
Wells, 1988) zu den TSE-Erkrankungen der Tiere zu zählen. 
Zu den spongiformen Enzephalopathien des Menschen gehören die Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit (CJD) (Creutzfeldt, 1920; Jakob, 1921a; Jakob, 1921b), das Gerstmann-
Sträussler-Scheinker-Syndrom (GSS) (Gerstmann, 1928; Gerstmann et al., 1936), die 
letale familiäre Schlaflosigkeit (FFI, „fatal familial insomnia“) (Lugaresi et al., 1986) 
und Kuru (Zigas & Gajdusek, 1957), eine beim Volksstamm der Fore im östlichen 
Hochland von Papua Neuguinea auftretende neurologische Erkrankung, welche durch 
rituellen Kannibalismus übertragen wurde (Klitzman, 1999). 
Charakteristisch für TSE-Erkrankungen, welche sowohl sporadisch auftreten, als auch 
durch Vererbung weitergegeben werden können, ist die in unterschiedlich starker 
Ausprägung auftretende schwammartige Vakuolisierung des ZNS, assoziiert mit einem 
massiven Nervenzellverlust, einer Aktivierung von Gliazellen (Astrogliose) sowie der 
pathologischen Ablagerung des Prionproteins. Weiterhin sind Transmissible 
Spongiforme Enzephalopathien dadurch gekennzeichnet, dass sie übertragbare 
Erkrankungen darstellen, was bereits 1936 von Cuillé und Chelle durch Infektion von 
Schafen und Ziegen mit Scrapie (Cuillé & Chelle, 1936) experimentell gezeigt werden 
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konnte. Dass dies auch für menschliche TSE-Erkrankungen gilt, konnte in den sechziger 
Jahren durch Übertragung von Kuru auf Schimpansen nach intrazerebraler Inokulation 
von Hirnhomogenat betroffener Patienten demonstriert werden (Gajdusek et al., 1967). 
Wenig später wurde die erfolgreiche Übertragung von CJD auf Schimpansen berichtet 
(Gibbs, Jr. et al., 1968) und auch für GSS und FFI konnte mittlerweile die 
Übertragbarkeit experimentell belegt werden (Masters et al., 1981; Tateishi et al., 
1995). 
Eine Folge der Übertragbarkeit der TSE-Erkrankungen ist die Mitte der 80er-Jahre 
begonnene BSE-Epidemie, welche 1993 ihren Höhepunkt erreichte und zur Entstehung 
der neuen Variante der Creutzfeldt-Jabkob-Krankheit (nvCJD) führte. 
Gerald Wells stellte im November 1986 am zentralen britischen Verterinärlabor in 
Weybridge an histologischen Hirngewebeschnitten eines Rindes eine 
außergewöhnliche, im Lichtmikroskop sichtbare, schwammartige „Durchlöcherung“ 
fest und beschrieb damit erstmalig die Bovine Spongiforme Enzephalopathie beim Rind 
(BSE), welche aufgrund der klinischen Manifestation auch als Rinderwahnsinn bekannt 
wurde (Wells et al., 1987; Wells et al., 1998). Im Verlauf der 80er-Jahre kam es zu 
einem starken Anstieg der BSE-Fälle in Großbritannien und später im geringeren 
Ausmaß auch auf dem europäischen Kontinent. Im Mai 1987 wurde daher eine erste 
epidemiologische Untersuchung durchgeführt, welche den Verzehr von 
tiermehlhaltigem Kälberkraftfutter (Mischfutter) als das gemeinsame Merkmal der 
betroffenen Herden identifizierte (Wilesmith et al., 1988). Diese Beobachtungen 
zusammen mit der neuropathologischen Ähnlichkeit der BSE mit der Scrapie-Krankheit 
führten zu der Hypothese, dass BSE durch die Verfütterung von Scrapie-
kontaminiertem Tiermehl an Rinder verursacht wurde (Mischfutterhypothese) und sich 
die Erkrankung wiederum durch das Verfüttern von BSE-kontaminiertem Tiermehl 
schnell zu einer Epidemie ausweiten konnte (Wilesmith et al., 1988; Wilesmith et al., 
1991). Die zwischen 1971 und 1984 bei fast allen Tiermehlproduzenten eingeführte 
Umstellung vom „Chargenbetrieb“ auf das „kontinuierliche Verfahren“, welche unter 
anderem die Verringerung der Verarbeitungstemperatur unter 100°C sowie die 
Verkürzung der Verweilzeit im Produktionsprozess beinhaltete und damit zu einer 
fehlenden oder mangelhaften Inaktivierung des infektiösen Agens führte, ist dabei als 
Hauptursache für die Infektion der Tiere und damit für die Entstehung der BSE-Krise zu 
sehen (Wilesmith et al., 1991). 
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Zwischen Ende des Jahres 1995 und Anfang 1996 wurden in Großbritannien erstmals 
ungewöhnliche Fälle der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit gemeldet. Die betroffenen 
Patienten wiesen ein bemerkenswert niedriges Sterbealter, relativ früh einsetzende 
psychiatrische Symptome und einen verlängerten klinischen Verlauf auf. Auch die 
Neuropathologie unterschied sich im Hinblick auf das Läsionsprofil und das Auftreten 
von Proteinablagerungen in Form von floriden Plaques von der klassischen CJD 
(Ironside et al., 1996). Bis März 1996 waren zehn Fälle dieser Krankheit, die man als 
neue Variante der CJD (nvCJD) bezeichnete, bestätigt worden, wobei die Fälle zunächst 
nur in Großbritannien auftraten (Will et al., 1996). Aufgrund des zeitlichen und 
geographischen Zusammenhangs schien es daher möglich, dass die nvCJD kausal mit 
der BSE verbunden sein könnte und durch den Verzehr von erregerhaltigem bovinen 
Gewebe, welches in Großbritannien während der 80er-Jahre in Lebensmittel gelangte, 
verursacht wurde (Collinge et al., 1995; Ridley & Baker, 1996; Will et al., 1996). Durch 
Infektionsstudien mit Mäusen konnte mittlerweile gezeigt werden, dass das BSE-Agens 
bemerkenswert konstante Übertragungscharakteristika hinsichtlich der Inkubationszeit 
und des pathologischen Läsionsprofils aufweist, welche denen der nvCJD gleichen 
(Bruce et al., 1997). Es wird daher allgemein angenommen, dass BSE durch 
Übertragung auf den Menschen die nvCJD verursacht (Collinge et al., 1996; Priola, 
1996; Hill et al., 1997; Bruce et al., 1997; Scott et al., 1999). Diese Annahme wurde 
durch erfolgreiche Übertragung von BSE auf Makaken bestätigt (Lasmezas et al., 
1996). Generell wird für BSE eine breite Wirtsspezifität angenommen, da neben der 
experimentellen Übertragbarkeit von BSE auf Schafe (Baker et al., 1993; Foster et al., 
1993; Houston et al., 2000) auch die FSE der Hauskatzen (Leggett et al., 1990) und 
zahlreiche TSE-Fälle bei exotischen Vertretern der Familien Bovidae (Hornträger) und 
Felidae (Katzen) in britischen Tiergärten in den 80er- und 90er-Jahren auf den Verzehr 
von Gewebe BSE-erkrankter Rinder zurückgeführt werden (Jeffrey et al., 1992; Bruce 
et al., 1994; Sigurdson & Miller, 2003). 
Weltweit sind bisher an die 200.000 Fälle von BSE aufgetreten, wobei davon allein 
rund 180.000 in Großbritannien registriert wurden. Obwohl schon 1988 ein Verbot für 
die Verfütterung von Tiermehl verhängt wurde, erreichte die BSE-Krise erst einige 
Jahre später ihren Höhepunkt. Dass diese Verzögerung mit der Inkubationszeit von 
4,5 Jahren zusammenhing, zeigte sich in den Jahren nach 1992 (Bradley & Wilesmith, 
1993; Anderson et al., 1996). Während am Höhepunkt der Epidemie 1992 weltweit 
noch 37.000 Fälle von BSE gemeldet wurden, waren es im Jahre 2004 nur noch rund 
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850 Fälle (Stand März 2005; Quelle „Department for Environment Food and Rural 
Affairs“, UK; www.defra.gov.uk).  
Bisher sind in Großbritannien rund 150 Menschen an nvCJD verstorben (rund 
160 Menschen weltweit). Mit 28 Fällen wurde im Jahr 2000 ein Höhepunkt erreicht. Im 
Jahre 2004 waren es nur noch neun (Stand Mai 2005; Quelle: „Department of Health“, 
UK; www.dh.gov.uk). Trotz dieser deutlich abnehmenden Tendenz ist aufgrund der 
Ungewissheit über den Einfluss genetischer Faktoren auf die Inkubationszeit sowie 
aufgrund weiterer noch ungeklärter Sachverhalte eine genaue Prognose bezüglich der 
weiteren Entwicklung der nvCJD zur Zeit nicht möglich (Peden et al., 2004; Llewelyn 
et al., 2004). 
 
1.2. Die Prion-Hypothese 
 
Trotz intensiver Forschungsarbeiten ist die Natur des infektiösen Agens der 
spongiformen Enzephalopathien bis heute in vielen Aspekten noch unverstanden. Lange 
Zeit betrachtete man aufgrund der langen Inkubationszeiten sich sehr langsam 
vermehrende Viren als möglichen Erreger (Thormar, 1971; Nathanson, 1980; Diringer 
et al., 1988; Diringer et al., 1994), doch konnte keine virale Nukleinsäure nachgewiesen 
werden (Kellings et al., 1993). Tikvah Alper beschrieb im Jahre 1966 erstmals, dass der 
TSE-Erreger selbst mit massiver DNA- und RNA-schädigender Bestrahlung nicht 
inaktiviert werden kann und zog daraus den Schluss, dass es sich nicht um eine der 
bekannten Erregerklassen wie Viren, Bakterien, Pilzen oder Protozoen handeln könne, 
sondern um ein infektiöses Agens, das über kein Genom verfügt (Alper et al., 1966; 
Alper et al., 1967; Alper, 1985).  
Dieser Gedanke wurde von Gibbons und Hunter 1967 weiterentwickelt, welche erstmals 
ein sich vermehrendes Zellmembranprotein als Erreger vorschlugen (Gibbons & Hunter, 
1967). Im selben Jahr stellte Griffith die Hypothese auf, dass ein bloßes Protein im 
Sinne einer Autokatalyse repliziert wird und so für die Übertragung von TSE 
verantwortlich sein könnte (Griffith, 1967).  
Dass sich mit diversen nukleinsäureschädigenden Verfahren die Infektiösität des TSE-
Erregers nicht verringern lässt, wohl aber mit Substanzen, die Proteine abbauen oder 
deren natürliche Faltung auflösen, wurde im Jahre 1982 von Stanley Prusiner 
dargestellt. Er führte erstmalig die Bezeichnung „Prion“ (für „proteinacious infectious 
particle“) ein, um die Eigenart des TSE-Erregers zu unterstreichen, im Wesentlichen aus 
 5
einem Protein zu bestehen (Prusiner, 1982). Die Transmissiblen Spongiformen 
Enzephalopathien werden daher auch als Prionkrankheiten bezeichnet.  
Nach der Prion-Hypothese besteht der TSE-Erreger hauptsächlich aus einer pathogenen, 
fehlgefalteten Form eines spezifischen Wirtsproteins, dem zellulären Prionprotein 
(PrPC). Diese fehlgefaltete Form ist in der Lage die strukturelle Umwandlung weiterer 
Moleküle in einem autokatalytischen Prozess zu bewirken, wodurch sich die pathogene 
Form repliziert (Alper et al., 1967; Griffith, 1967; Prusiner et al., 1982; Prusiner, 1991). 
Das dafür verantwortliche Protein konnte in seiner pathogenen Form aufgereinigt 
werden (Prusiner, 1982; Bolton et al., 1982) und wurde als „Scrapie“-assoziiertes 
Prionprotein (PrPSc) bezeichnet. In Präparationen von PrPSc lassen sich 
elektronenmikroskopisch erkennbare, makromolekulare Proteinstrukturen darstellen, 
welche als Scrapie-assoziierte Fibrillen (SAF) oder „prion rods“ bezeichnet werden 
(Merz et al., 1981; Bolton et al., 1982; Merz et al., 1983). Anreicherungen von SAFs 
bzw. „prion rods“ erwiesen sich als hochinfektiös (Prusiner et al., 1983; Diringer et al., 
1983), wobei die Anreicherung mit einer Zunahme der Infektiösität korreliert, was als 
weiterer Hinweis für die Richtigkeit der Prion-Hypothese gedeutet wurde (Gabizon et 
al., 1988). Eine Herausforderung für die Prion-Hypothese ist dabei der Umstand, dass 
Prionkrankheiten nicht nur durch Infektion erworben, sondern auch rein erblich bedingt 
sein oder spontan entstehen können. Die Prion-Hypothese geht davon aus, dass 
einerseits Mutationen im Gen des Prionproteins die Umwandlung von PrPC zu PrPSc 
begünstigen und andererseits basierend auf grundsätzlichen, thermodynamischen 
Eigenschaften, die Umfaltung des Proteins mit  geringer Wahrscheinlichkeit auch 
spontan möglich ist.  
 
1.3. Das zelluläre Prionprotein und seine pathogene Isoform 
 
1.3.1. Das zelluläre Prionprotein 
 
Im Jahre 1984 konnte Stanley Prusiner zusammen mit dem Team von Leroy Hood am 
California Institute of Technology in Pasadena durch Analysen von aufgereinigtem 
PrPSc einen Teil der Aminosäuresequenz vom N-Terminus des Prionproteins bestimmen 
(Prusiner et al., 1984). Anhand des genetischen Codes wurden Sonden konstruiert, mit 
denen das Gen des Prionproteins in Hamsterzellen (Oesch et al., 1985) und später auch 
in Mäusezellen (Chesebro et al., 1985; Locht et al., 1986) nachgewiesen und kloniert 
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wurde. Weiterhin zeigte sich, dass das Gen bei Hamstern, Mäusen, Menschen und allen 
anderen untersuchten Arten nicht in dem aufgereingtem infektiösen Material, sondern 
im Genom der Wirtszellen zu finden ist. Mehr noch: es zeigte sich, dass das 
Prionprotein-Gen die meiste Zeit aktiv ist – was bedeutet, dass auch im gesunden 
Organismus PrP-mRNA und Prionprotein hergestellt wird (Oesch et al., 1985; Basler et 
al., 1986). 
Beim Menschen befindet sich das Prionprotein-Gen (PRNP) auf dem kurzen Arm von 
Chromosom 20, bei der Maus (Prnp) auf der korrespondierenden Region von 
Chromosom 2. Allen bekannten Prnp-Genen ist gemeinsam, dass sie am 5’-Ende ein 
oder zwei sehr kurze Exons besitzen, die durch ein langes Intron (ca. 10 kb) vom 3’-
seitigen Exon getrennt werden. Der offene Leserahmen (ORF) ist dabei bei allen bisher 
bekannten Prionprotein-Genen innerhalb des 3’-Exons codiert, so dass die Möglichkeit 
eines alternativen RNA-Spleißens zur Entstehung von PrPSc ausgeschlossen werden 
kann (Basler et al., 1986; Westaway et al., 1987; Puckett et al., 1991; Gabriel et al., 
1992; Bartz et al., 1994; Westaway et al., 1994a; Westaway et al., 1994b; Lee et al., 
1998; Horiuchi et al., 1998).  
Bei Säugetieren sind bislang die ORFs der Prnp-Gene von über 90 Arten aus allen 
bekannten 18 Ordnungen analysiert worden (Schätzl et al., 1995; Wopfner et al., 1999; 
van Rheede et al., 2003), wobei phylogenetische Stammbaumanalysen basierend auf der 
Sequenz des PrP-ORF keine Abweichungen von der taxonomischen Gliederung 
ergaben, weshalb außergewöhnliche Ereignisse in der Evolution des Prnp-Gens in den 
einzelnen Säugerlinien nicht anzunehmen sind (Wopfner et al., 1999; van Rheede et al., 
2003). Auch bei Vögeln (Gabriel et al., 1992), Reptilien (Simonic et al., 2000), 
Amphibien (Strumbo et al., 2001) und Fischen (Suzuki et al., 2002) konnte ein Prnp-
Gen nachgewiesen werden und ist daher möglicherweise bei allen Vertebraten 
vorhanden. 
Bei adulten Organismen wird das Prnp-Gen in fast allen Geweben exprimiert, wobei 
das Expressionsniveau abhängig vom untersuchten Gewebe variiert (Manson et al., 
1992; Bendheim et al., 1992). Im ZNS, insbesondere in Neuronen und Gliazellen, ist 
das Expressionsniveau mit ungefähr 50 mRNS-Kopien pro Zelle am höchsten 
(Kretzschmar et al., 1986a; Moser et al., 1995). Die mRNS des Prnp-Gens ist bereits 
während der frühen Phase der Embryogenese im Gehirn nachweisbar (Harris et al., 
1993b), wobei der mRNS-Gehalt mit fortschreitender Entwicklung zunimmt und auch 
im peripheren Nervensystem sowie in nicht-neuronalen Zellpopulationen nachweisbar 
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ist (Manson et al., 1992). Weiterhin wir das Prionprotein auch in Zellen des 
Immunsystems exprimiert (Cashman et al., 1990; Dodelet & Cashman, 1998). 
Der ORF des PRNP-Gens des Menschen codiert für ein Protein mit 253 Aminosäuren. 
Bei Maus und Hamster sind es 254 Aminosäuren, wobei die cDNS des PRNP-Gens von 
infizierten und nicht-infizierten Individuen identisch sind (Oesch et al., 1985; Chesebro 
et al., 1985; Basler et al., 1986; Locht et al., 1986; Kretzschmar et al., 1986b). 
Das humane zelluläre Prionprotein, wie auch das Prionprotein aller bisher untersuchten 
Säugetiere, ist ein extrazelluläres Glykoprotein, welches mit einer 
Glykosylphosphatidyl-Einheit (GPI-Anker) auf der Zelloberfläche verankert ist und 
experimentell mittels Phospholipasen (z.B. PIPLC) oder Proteasen (z.B. Trypsin) von 
der Membran entfernt werden kann (Caughey et al., 1988; Caughey et al., 1989; 
Borchelt et al., 1990; Caughey & Raymond, 1991; Shyng et al., 1993). Wie viele andere 
Oberflächenproteine wird PrP zuerst in das rauhe Endoplasmatische Retikulum (ER) 
synthetisiert, wobei die dazu nötige N-terminale Signalsequenz von 22 Aminosäuren 
vom primären Translationsprodukt abgespalten wird. Weitere 23 Aminosäuren werden 
im Zuge der Reifung vom C-Terminus abgetrennt, um die Bindung der 
Glykosylphosphatidyl-Einheit an das Serin 231 für die Membranverankerung zu 
ermöglichen (Stahl et al., 1987). Im ER werden an die Asparagin-Reste 181 und 197 
des Proteins noch zwei Mannose-haltige Polysaccharide angehängt, welche auf dem 
Weg zur Zelloberfläche beim Durchlaufen des Golgi-Apparates in komplexe, hybride 
Zuckerstrukturen umgewandelt werden. Aufgrund einer unvollständigen 
Glykosylierung während der PrP-Genese kommt es neben der zweifach-glykosylierten 
auch zur Bildung einer einfach- und einer unglykosylierten Form (Bolton et al., 1985; 
Haraguchi et al., 1989; Endo et al., 1989). Die drei verschiedenen Glykoformen des 
Prionproteins umspannen ein Molekulargewicht von ca. 25-35 kDa, wobei die 
glykosylierten Formen über 50 verschiedene Zucker enthalten (Rudd et al., 1999; Rudd 
et al., 2001). Die Ausbildung einer Disulfid-Brücke zwischen den Cysteinen 179 und 
214 (Turk et al., 1988; Haraguchi et al., 1989) trägt wesentlich zur Stabilisierung der 
dreidimensionalen Struktur bei (Mehlhorn et al., 1996). 
Die Prionproteine der Säugetiere sind außerordentlich stark konserviert. Bei einem 
paarweisen Vergleich der Aminosäuresequenz ist in der Regel mehr als 90 % 
Sequenzidentität zu verzeichnen (Schätzl et al., 1995), weshalb für die Prionproteine der 
Säuger eine identische globuläre Proteinstruktur und damit einhergehend auch eine 
gemeinsame Funktion angenommen werden kann. Im Hinblick auf die Prion-
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Hypothese, nach welcher die strukturelle Umwandlung des Prionproteins eine zentrale 
Rolle in der Pathogenese einnimmt, ist die Bestimmung der drei-dimensionalen Struktur 
der beiden PrP-Formen von besonderem Interesse. Aus spektroskopischen Messungen 
ist seit 1993 bekannt, dass sich PrPC und PrPSc hinsichtlich ihrer Sekundärstruktur 
wesentlich unterscheiden. Während bei PrPSc ein großer Teil des Proteins aus 
β-Faltblättern besteht, bildet bei PrPC die α-Helix das Hauptelement der 
Sekundärstruktur (Caughey et al., 1991; Pan et al., 1993). 
Da sich die Gewinnung der für eine röntgenkristallographische Strukturermittlung 
essentiellen hochreinen Einkristalle des zellulären Prionproteins als schwierig erwiesen 
hat, wurden die meisten Strukturdaten durch die magnetische Kern-
resonanzspektroskopie (NMR, „nuclear magnetic resonance“) an löslichen Proteinen 
gewonnen. Als entscheidend für die dafür nötige Gewinnung großer Mengen an 
löslichem Prionprotein erwies sich die Produktion von rekombinantem Prionprotein 
(rPrP) durch das Bakterium Escherichia coli, wobei die Prionproteine in E. coli 
unglykosyliert und ohne GPI-Anker synthetisiert werden (Mehlhorn et al., 1996). In 
unabhängigen Aufreinigungsansätzen, bei denen einerseits die gesamte Sequenz des 
reifen Prionproteins (PrP23-231) aus den Einschlusskörperchen rekonstituiert 
(Hornemann et al., 1997), andererseits die C-terminale Hälfte (PrP121-231) durch das 
Anhängen einer Signalsequenz in löslicher Form aus dem periplasmatischen Raum 
isoliert wurde (Hornemann & Glockshuber, 1996), konnten NMR-taugliche Präparate 
hergestellt werden.  
Seitdem sind die NMR-Strukturen von rekombinantem Prionprotein verschiedener 
Spezies bestimmt worden, wobei sich im Einklang mit dem hohen Grad an 
Sequenzidentität eine gemeinsame Faltungsstruktur zeigte (Riek et al., 1996; Riek et al., 
1997; Donne et al., 1997; James et al., 1997; Riek et al., 1998; Liu et al., 1999; Calzolai 
et al., 2000; Lopez Garcia et al., 2000; Zahn et al., 2000; Calzolai & Zahn, 2003; 
Hornemann et al., 2004; Gossert et al., 2005; Calzolai et al., 2005; Lysek et al., 2005), 
welche der aus der NMR-Anaylse gewonnenen Stuktur von gereinigtem PrPC aus 
gesundem Kälberhirn entspricht (Hornemann et al., 2004). Obwohl speziesbedingte 
Konformationsunterschiede zu finden sind, ist die Struktur von PrPC allgemein durch 
einen flexiblen N-Terminus und einem globulären, strukturierten C-terminalen Teil 
gekennzeichnet. Der strukturierte Teil besteht aus drei α-Helices und zwei kurzen anti-
paralell verlaufenden β-Faltblättern. Beim humanen PrPC umspannen die drei α-Helices 
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die Aminosäuren 144-154, 173-194 and 200-228 und die β-Faltblattanteile die 
Aminosäuren 128-131 and 161-164 (Zahn et al., 2000). Der N-Terminus, welcher in der 
NMR-Analyse flexibel und ungeordnet erscheint, ist durch einen Bereich mit einem 
hohen Glycin- und Prolin-Anteil gekennzeichnet, welcher die Grundlage für die 
strukturelle Flexibilität bildet. Glycin und Prolin sind zusammen mit Glutamin-, 
Tryptophan- und Histidin-Resten in einem wiederkehrenden Oktapeptid-Motiv 
(PHGGGWGQ) angeordnet. Die Anzahl der Motiv-Wiederholungen kann abhängig von 
der betrachteten Spezies zwischen zwei und sieben betragen (van Rheede et al., 2003), 
wobei auch familiäre Fälle der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit beschrieben sind, bei denen 
die Insertion von Oktapeptid-Motiven die Krankheitsursache darstellt (Owen et al., 
1990; Goldfarb et al., 1991; Capellari et al., 1997). Die Oktapeptid-Region von PrPC 
bindet Kupfer mit hoher Affinität (Hornshaw et al., 1995; Brown et al., 1997a; Viles et 
al., 1999). Die Kupfer-Bindung ist kooperativ und bewirkt eine Konformationsänderung 
des flexiblen Bereichs (Morante et al., 2004). Im Wesentlichen wird die Kupfer-
Assoziation durch die Histidin-Reste der Oktapeptid-Region vermittelt, wobei eventuell 
auch die Histidine der Codons 96 und 111 an der Kupfer-Bindung beteiligt sind 
(Aronoff-Spencer et al., 2000; Burns et al., 2002; Burns et al., 2003). 
Trotz zahlreicher Versuchsansätze ist die physiologische Funktion des PrPC bislang 
nicht geklärt. Obwohl PrPC während der Embryogenese differentiell exprimiert wird 
und in adulten Individuen in vielen Geweben, insbesondere im ZNS, zu finden ist 
(Kretzschmar et al., 1986a; Cashman et al., 1990; Manson et al., 1992; Bendheim et al., 
1992; Harris et al., 1993b; Moser et al., 1995; Dodelet & Cashman, 1998), zeigten 
verschiedene transgene Mauslinien mit einem inaktivierten Prnp-Gen (sogenannte PrP-
„knock-out“- oder PrP0/0-Mäuse) eine normale Entwicklung ohne auffällige 
Verhaltensstörungen (Bueler et al., 1992; Manson et al., 1994). Alternde Mäuse wiesen 
eine Demyelinisierung im peripheren Nervensystem auf, mit welcher allerdings keine 
klinischen Symptome einhergingen (Nishida et al., 1999). In vertiefenden Studien 
konnten bei PrP0/0-Mäusen Veränderungen in der Reizweiterleitung von Nervenzellen 
(Collinge et al., 1994; Whittington et al., 1995; Colling et al., 1996; Herms et al., 2001) 
und dem zirkadianen Aktivitäts- und Schlafrhythmus (Tobler et al., 1996; Tobler et al., 
1997) gemessen werden.  
Bei einer weiteren PrP0/0-Mauslinie konnte eine sehr stark ausgeprägte Ataxie und der 
Verlust von Purkinje-Zellen im Kleinhirn festgestellt werden (Sakaguchi et al., 1996). 
 10
Dieser charakteristische Phänotyp wurde jedoch in späteren Analysen auf die „knock-
out“-Strategie zurückgeführt, durch welche das normalerweise nicht im Gehirn 
exprimierte PrP-Homolog Doppel (Dpl) unter die Kontrolle des Prnp-Promotors 
gelangte (Moore et al., 1999). Dpl ist ein N-glykosyliertes, GPI-veranktertes Protein 
(Silverman et al., 2000), welches aufgrund der 25 %-igen Sequenzidentität eine 
ähnliche globuläre Domäne wie PrPC aufweist (Lu et al., 2000; Mo et al., 2001) und in 
adulten Mäusen in vielen Geweben, nicht jedoch im Gehirn (Moore et al., 1999) 
exprimiert wird. Der auffällige Phänotyp dieser Mauslinie wurde daher nicht auf die 
Abwesenheit von PrPC, sondern auf das veränderte Dpl-Expressionsmuster 
zurückgeführt. 
Die Fähigkeit des Prionproteins zur Kupferbindung (Brown et al., 1997a), die 
Lokalisation von PrPC in der präsynaptischen Membran (Herms et al., 1999) sowie die 
Stimulation der PrPC-Endozytose durch Zugabe von Kupfer in das Kulturmedium 
neuronaler Zellen (Pauly & Harris, 1998) deuten auf eine Rolle in der Kupfer-
Homöostase an der Synapse hin (Kretzschmar et al., 2000). Weiterhin zeigen kultivierte 
neuronale Zellen von PrP0/0-Mäusen eine erhöhte Sensitivität gegenüber oxidativem 
Stress, was mit einer verringerten Superoxid-Dismutase-Aktivität assoziiert zu sein 
scheint (Brown et al., 1997b; Brown & Besinger, 1998). Im Skelett- und Herzmuskel 
sowie in der Leber von PrP0/0-Mäusen lässt sich eine gesteigerte Oxidation von 
Proteinen und Lipiden nachweisen (Klamt et al., 2001), weshalb PrPC auch im Hinblick 
einer möglichen anti-oxidativen Wirkung diskutiert wird. 
Mittlerweile konnte eine Reihe möglicher Interaktionspartner von PrPC identifiziert 
werden (Gauczynski et al., 2001a; Lasmezas, 2003). Dazu zählt unter anderem der 
Laminin-Rezeptor (LR) bzw. dessen Vorstufe (LRP, „laminin receptor precursor“) 
(Rieger et al., 1997; Gauczynski et al., 2001b) und Heparansulfat, einem Bestandteil der 
in der extrazellulären Matrix vorkommenden Glykosaminoglykane (Gabizon et al., 
1993; Caughey et al., 1994; Pan et al., 2002). Des Weiteren konnte die Interaktion von 
PrPC und Laminin gezeigt werden, welche in primären Neuronen das Auswachsen von 
neuronalen Fortsätzen stimulieren kann (Graner et al., 2000a; Graner et al., 2000b). 
Zusammen mit der Lokalisation von PrPC auf der Zelloberfläche deuten diese 
Ergebnisse auf eine Rolle des Prionproteins für die Zelladhäsion, Zellmigration und 
Differenzierung hin. 
Neu synthetisiertes PrPC gelangt vom Beginn der Synthese in weniger als zwei Stunden 
an die Oberfläche der Zelle, wo es über den GPI-Anker hauptsächlich in Cholesterol-
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reichen Membran-Domänen, sogenannten „lipid rafts“ (Lucero & Robbins, 2004), zu 
finden ist (Vey et al., 1996). Mit einer Halbwertszeit von fünf Stunden wird PrPC jedoch 
relativ schnell wieder durch Endozytose über die endosomalen und lysosomalen 
Kompartimente der Zelle abgebaut (Borchelt et al., 1990). Ein Teil der synthetisierten 
PrPC-Moleküle unterliegt dabei einer definierten proteolytischen Spaltung (Pan et al., 
1992; Harris et al., 1993a; Jimenez-Huete et al., 1998). Die Spaltstelle konnte durch 
N-terminale Sequenzierung des C-terminalen Spaltproduktes auf die Aminosäuren 
110-112 eingegrenzt werden (Chen et al., 1995). Über den zellulären Ort dieser 
Spaltung sowie der involvierten Protease gibt es jedoch noch keine gesicherten 
Erkenntnisse. Neben ADAM10 und TACE (Vincent et al., 2001) wird auch Plasmin 
(Praus et al., 2003) als mögliche Protease diskutiert. Veröffentlichungen über eine 
erhöhte Kupfer-abhängige Spaltung bei oxidativem Stress (McMahon et al., 2001) und 
der Aktivierung von Plasminogen durch das Plasmin-generierte N-terminale 
Spaltprodukt von rPrP (Praus et al., 2003) deuten darauf hin, dass der Spaltung des 
zellulären Prionproteins eine physiologische Bedeutung zukommt und nicht nur einen 
Teil des grundsätzlichen PrPC-Katabolismus darstellt. 
 
1.3.2. Die pathogene Isoform des Prionproteins 
 
Im Gegensatz zur physiologischen Form des Prionproteins (PrPC), welches in gesunden 
Individuen in fast allen Geweben exprimiert wird (Manson et al., 1992; Bendheim et 
al., 1992), ist die Scrapie-assoziierte Isoform (PrPSc) hauptsächlich im Gehirn und in 
bestimmten lymphoretikulären Geweben, wie z.B. der Milz, nachweisbar. Im geringeren 
Maß konnte PrPSc jedoch auch im Skelettmuskel von transgenen Mäusen (Bosque et al., 
2002) und Hamstern (Thomzig et al., 2003) nachgewiesen werden. Bei Hamstern war 
dies nach oraler Infektion und schon vor dem Einsetzen klinischer Symptome möglich 
(Thomzig et al., 2004a). Bei Schafen und Ziegen konnte PrPSc in geringen Mengen auch 
im Amnion (Pattison et al., 1972; Pattison et al., 1974), in der Amnionflüssigkeit und 
der Plazenta detektiert werden. Das Auftreten der pathogenen Isoform in diesen 
Geweben wird als Hauptursache für die vertikale und horizontale Übertragung von 
Scrapie innerhalb dieser Spezies gesehen (Brotherston et al., 1968; Dickinson et al., 
1974). Außer für die chronisch zehrende Krankheit der Hirschartigen (CWD) (Miller & 
Williams, 2003) konnten vertikale und horizontale Übertragungen bei anderen 
Säugetieren nicht beobachtet werden. 
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Beide PrP-Formen, PrPC und PrPSc, weisen die gleiche, vom Prnp-Gen des Wirtes 
codierte Aminosäurenabfolge auf (Oesch et al., 1985; Basler et al., 1986), worin 
vermutlich der Grund liegt, weshalb der Erreger nicht immunogen wirkt und daher 
während des Krankheitsverlaufs weder eine entzündliche noch eine immunologische 
Reaktion zu beobachten ist. 
Auch Unterschiede aufgrund von posttranslationellen, chemischen Modifikationen 
konnten zwischen den beiden Isoformen nicht festgestellt werden (Stahl et al., 1993). 
Die Aminosäuresequenz, der GPI-Anker und die Glykosylierungen werden daher bei 
beiden Formen als identisch angenommen, wobei die Zusammensetzung der 
Zuckerketten an Asn181 und Asn197 eine gewisse Heterogenität ausweist, weshalb eine 
vergleichende Analyse nur innerhalb dieser Variabilität möglich ist (Haraguchi et al., 
1989; Endo et al., 1989; Stahl et al., 1993; Stimson et al., 1999; Rudd et al., 1999). 
Keh-Ming Pan konnte im Jahre 1993 durch Strukturanalysen mittels Fourier-
Transformations-Infrarot-Spektroskopie zeigen, dass der relevante Unterschied 
zwischen PrPC und PrPSc in der Proteinkonformation begründet ist (Pan et al., 1993). 
PrPSc ist im Gegensatz zu PrPC, welches zu 40 % aus α-Helices besteht und einen sehr 
geringen Anteil an β-Faltblättern aufweist, durch einen 50 %-igen Anteil an β-Falt-
blättern und einem 20 %-igen Anteil an α-Helices charakterisiert (Caughey et al., 1991; 
Pan et al., 1993; Safar et al., 1993a). 
PrPSc bildet unlösliche Aggregate, welche in unterschiedlichen Ablagerungsmustern in 
immunhistochemischen Analysen des Gehirns zu beobachten sind (Bendheim et al., 
1984; Kitamoto et al., 1986). Aufreinigungen von PrPSc sind hochinfektiös (Prusiner et 
al., 1983; Diringer et al., 1983; Gabizon et al., 1988) und lassen sich im 
Elektronenmikroskop als geordnete Proteinaggregate, sogenannte Scrapie-assoziierte 
Fibrillen (SAF) oder „prion rods“ darstellen (Merz et al., 1981; Prusiner et al., 1982; 
Bolton et al., 1982; Prusiner et al., 1983). Die Existenz von Nukleinsäuren in 
angereicherten PrPSc-Präparationen konnte für Moleküle mit einer Größe von über 80 nt 
pro Infektionseinheit ausgeschlossen werden (Meyer et al., 1991; Kellings et al., 1992; 
Kellings et al., 1993; Riesner et al., 1993).  
Die strukturellen Unterschiede von PrPSc im Vergleich zu PrPC bedingen eine Reihe von 
biochemischen Besonderheiten. Dazu zählt die ungewöhnliche Resistenz gegenüber der 
Inaktivierung durch Chemikalien (Prusiner et al., 1993), gegenüber einer 
Hitzedenaturierung (Safar et al., 1993b) und gegenüber dem Abbau durch Proteasen 
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(McKinley et al., 1983). Selbst eine Behandlung mit der proteolytisch besonders aktiven 
Proteinase K (PK) bewirkt nur einen partiellen Abbau. Ein Umstand, der für die 
differentielle Detektion von PrPC und PrPSc verwendet werden kann. Durch die 
Einwirkung der PK wird ein etwa 68 Aminosäuren umfassendes N-terminales Segment 
von PrPSc abgespalten, wodurch ein verändertes Migrationsverhalten bei der 
gelelektrophoretischen Auftrennung hervorgerufen wird. PrPC hingegen wird unter 
denselben Bedingungen durch die PK innerhalb kurzer Zeit abgebaut (McKinley et al., 
1983; Barry et al., 1986). Da PK-verdautes PrPSc Infektiösität aufweist (McKinley et 
al., 1983) und transgene Mäuse, die ein äquivalent verkürztes Prionprotein exprimieren, 
mit PK-behandeltem PrPSc infiziert werden können und die Krankheit von diesen Tieren 
weiter übertragbar ist, kann davon ausgegangen werden, dass die volle Länge des 
Prionproteins für den Replikationszyklus von PrPSc nicht zwingend benötigt wird 
(Fischer et al., 1996). 
Aufgrund der Eigenschaft von PrPSc unlösliche Aggregate zu bilden, konnten klassische 
Techniken zur Strukturanalyse, wie NMR oder Röntgenbeugung, bei der pathogenen 
Isoform des Prionproteins nicht angewendet werden. Systematische Studien mit dem 
Ziel PrPSc in Lösung zu bringen, wurden überwiegend mit Guanidinium-Hydrochlorid 
(GndHCl) (Prusiner et al., 1993; Kocisko et al., 1994) sowie Sarkosyl und 
Natriumdodecylsulfat (SDS) (Riesner et al., 1996) durchgeführt, wobei die Auflösung 
der PrPSc-Aggregate in der Regel mit einer Reduktion des β-Faltblattgehaltes 
einherging. Die Reduktion des β-Faltblattgehaltes von PrPSc führt jedoch zu einer 
Verringerung der Infektiösität, woraus die Schlussfolgerung gezogen werden kann, dass 
die Konversion von α-Helix zu β-Faltblatt das fundamentale Ereignis in der PrPSc-
Bildung als auch in der Replikation der Prion-Infektiösität darstellt (Gasset et al., 1993; 
Riesner et al., 1996).  
Ein älteres Tertiärstrukturmodell von PrPSc, welches basierend auf einer PrPC-Struktur 
mit vier α-Helices computergestützt entworfen wurde (Huang et al., 1994; Huang et al., 
1995), konnte mittlerweile durch ein neueres Modell ersetzt werden, welches auf 
elektronenmikroskopischen Analysen von Hintergrundsfärbungen („negative staining“) 
gereinigter und PK-verdauter PrPSc-Präparationen basiert (Wille et al., 2002). Dieses 
neue Strukturmodell legt eine parallele links-gewundene β-Helix als strukturelles 
Kernmotiv der missgefalteten Form des Prionproteins zugrunde (Wille et al., 2002). In 
weiterführenden Analysen mit einer verbesserten Auflösung zeigte sich, dass Modelle 
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aus übereinandergestapelten Schichten von in Trimeren angeordneten PrPSc-Molekülen 
mit linksgewundenen β-Helices die beste Anpassung an die gewonnenen Bilddaten 
darstellten (Govaerts et al., 2004). Auch in computergestützten „molecular dynamics“-
Simulationen hat sich die parallele linksgewundene β-Helix als ein stabiles 
Strukturmodell für die pathogenen Isoform des Prionproteins erwiesen (Stork et al., 
2005). Da bei einer Reihe weiterer neurodegenerativer Erkrankungen, wie z.B. beim 
Morbus Alzheimer und Chorea Huntington, die β-Helix als zentrales Strukturelement 
der pathogenen Proteinablagerungen diskutiert wird, könnte die Ausbildung von 
β-helicalen Strukturen bei der Amyloidbildung ein grundlegendes Prinzip darstellen 
(Sunde et al., 1997; Perutz et al., 2002; Stork et al., 2005). 
 




Angesichts der BSE-Epidemie in den 80er-Jahren und dem damit verbunden Auftreten 
der neuen Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit ist die Erforschung der 
Übertragung von TSE-Erregern über die Artengrenzen hinweg von besonderem 
Interesse. 
Wie auch bei konventionellen Krankheitserregern ist bei der Übertragung von TSE-
Erregern von einer Tierart auf eine andere oftmals eine deutliche Speziesbarriere 
erkennbar. Diese erstmalig von Pattison in den 60er-Jahren gemachte Beobachtung 
(Pattison & Millson, 1960; Pattison, 1966) ist in der Regel durch verlängerte, stärker 
variierende Inkubationszeiten und einer verringerten Anzahl an erfolgreich infizierten 
Individuen bei der Erstübertragung gekennzeichnet. Wird das infektiöse Agens in der 
Empfängerart weiter passagiert, reduziert sich gewöhnlich die Inkubationszeit auf ein 
konstantes Niveau, wobei das Ausmaß der Inkubationszeitverkürzung ein Maß für die 
Höhe der Speziesbarriere darstellt. Weiterhin lässt sich die Höhe der Speziesbarriere 
auch durch vergleichende LD50-Titrations-Analysen ermitteln. Dabei werden 
verschiedene Verdünnungen des infektiösen Agens in den Spenderorganismus und die 
neue Empfängerart inokuliert und die Verdünnungen verglichen, bei denen 50 % der 
Tiere erkranken.  
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Zeigen sich nach der Erstinfektion während der natürlichen Lebensdauer einer Spezies 
keine klinischen Symptome, wird die entsprechende Empfängerart als „resistent“ 
gegenüber der untersuchten TSE-Form erachtet. So ist beispielsweise der BSE-Erreger 
vom Rind zwar auf die Maus, nicht aber auf den Hamster übertragbar (Dawson et al., 
1991; Priola, 1999; Thomzig et al., 2004b). Allerdings konnte unter anderem bei der 
Infektion von Mäusen mit Hamster-Prionen die Akkumulation von PrPSc ohne die 
Ausbildung von klinischen Symptomen nachgewiesen werden (Hill et al., 2000). Das 
Auftreten solcher subklinischer Infektionen ruft gerade im Hinblick auf die Verbreitung 
humaner Prionen epidemiologische Bedenken hervor (Hill & Collinge, 2003). 
Durch die experimentelle Infektion von transgenen Mäusen wurde gezeigt, dass die 
Höhe der Speziesbarriere wesentlich von der Ähnlichkeit der Aminosäurensequenz des 
Prionproteins der Empfängerspezies und der Sequenz des verwendeten Prionstammes, 
also von der Sequenzhomologie zwischen dem eindringenden PrPSc und dem PrPC der 
infizierten Spezies, beeinflusst wird (Scott et al., 1989; Prusiner et al., 1990; Scott et al., 
1993). Sind die Prionproteine sehr unterschiedlich, wie z.B. zwischen dem Syrischen 
Goldhamster und der Maus, ist die Speziesbarriere relativ stark ausgeprägt. Wildtyp-
Mäuse lassen sich nur schwer mit Hamster-Prionen und Hamster nur schwer mit Maus-
Prionen infizieren. Im Gegensatz zu Wildtyp-Mäusen sind jedoch transgene Mäuse, die 
anstelle des Prnp-Gens der Maus das Gen des Syrischen Goldhamsters exprimieren, mit 
PrPSc von Hamstern infizierbar (Weissmann et al., 1994). Wenn transgene Mäuse 
sowohl Hamster-PrPC als auch ihr eigenes PrPC herstellen, lassen sie sich sowohl mit 
PrPSc vom Hamster als auch mit PrPSc von der Maus infizieren, wobei das PrPC der 
Maus dabei bevorzugt vom Maus-PrPSc und das PrPC vom Hamster bevorzugt von 
Hamster-PrPSc in die pathogene Isoform überführt wird (Prusiner et al., 1990). 
Dass die Speziesbarriere jedoch ausschließlich von der Homologie der 
Aminosäuresequenzen von PrPC und PrPSc bestimmt wird, wurde durch eine 
Beobachtung an transgenen Mäusen in Frage gestellt, welche sowohl das endogene 
Maus-Prionprotein als auch das humane Prionprotein exprimieren (Telling et al., 1994). 
Trotz einer Überexpression des humanen Prionproteins zeigten sich die Mäuse zum 
größten Teil resistent gegenüber einer Infektion mit humanem PrPSc aus CJD- und GSS-
Patienten. Erst durch die Einführung eines Chimären-Transgens anstelle des humanen 
Prionprotein-Gens, welches im zentralen Teil aus der humanen und an den beiden 
Enden aus der murinen PrP-Sequenz bestand, wurde die Empfänglichkeit der Mäuse für 
humane Prionen deutlich erhöht. Durch weiterführende Infektionsstudien wurde 
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weiterhin gezeigt, dass zwar transgene Mäuse, welche das humane Prionprotein 
exprimieren, jedoch nicht über ein endogenes Maus-Prionprotein verfügen, gegenüber 
humanen Prionen empfindlich sind, sich jedoch transgene Mäuse, welche das chimäre 
Prionprotein exprimieren, am empfindlichsten gegenüber einer Infektion mit humanen 
Prionen zeigten (Telling et al., 1995).  
Aus diesen Ergebnissen wurde für die Umfaltung von PrPC zu PrPSc die Notwendigkeit 
eines zusätzlichen Wirtsfaktors („Protein X“) postuliert (Telling et al., 1995; Kaneko et 
al., 1997). Es wird vermutet, dass es sich beim „Protein X“ um ein Chaperon handelt, 
welches den Umfaltungsprozess unterstützt, wofür eine Interaktion mit dem C-Terminus 
des PrPC notwendig ist (Telling et al., 1994; Telling et al., 1995). Aufgrund der höheren 
Bindungsaffinität des murinen „Protein X“ zum PrPC der Maus steht in transgenen 
Mäusen die sowohl humanes als auch murines PrPC exprimieren „Protein X“ für die 
Umfaltung des humanen PrPC nur unzureichend zur Verfügung, wodurch die Effizienz 
der Umwandlung des humanen PrPC in PrPSc verringert wird (Telling et al., 1995). Als 
potentielle Bindungstelle für das „Protein X“ wurden in Kartierungsexperimenten die 
Aminosäuren 168, 172, 215 und 219 postuliert (Kaneko et al., 1997; Zulianello et al., 
2000), welche im dreidimensionalen NMR-Modell eng benachbart sind und ein 
Bindungsepitop darstellen könnten (Scott et al., 1997).  
Da sich jedoch in einer parallelen Studie transgene Mäuse, welche auch humanes und 
murines PrPC exprimieren, als empfindlich gegenüber humanen Prionen erwiesen haben 
(Collinge et al., 1995), ist die Existenz und Bedeutung des bisher nicht identifizierten 
„Protein X“ für den Umfaltungsprozess umstritten. Hinzu kommt, dass die beobachtete 
Verlängerung der Inkubationszeit bei transgenen Mäusen, die neben dem Transgen noch 
das endogene Prionprotein-Gen exprimieren, nicht nur durch den Einfluss eines 
zusätzlichen Wirtsfaktors erklärbar ist, sondern auch durch die Blockierung der 
wachsenden Enden der aus humanem PrPSc bestehenden Amyloide durch das endogene 




Die Prion-Hypothese proklamiert eine gänzlich neu definierte Klasse von 
Infektionserregern, deren Hauptbestandteil die pathogene Isoform des Prionproteins 
darstellt. Obwohl diese Hypothese durch die erfolgreiche Erzeugung von Infektiösität in 
vitro (Legname et al., 2004; Castilla et al., 2005) erneut gefestigt wurde, bleibt die 
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Existenz unterschiedlicher Erregerstämme und damit die Frage, wie ein und dasselbe 
Protein im gleichen Wirt verschiedene Krankheitssymptome hervorrufen kann, eine 
Herausforderung für die Prionforschung. 
Bereits Anfang der 60er-Jahre demonstrierten Pattison und Millson, dass die Infektion 
von Ziegen mit Schaf-Scrapie deutlich unterschiedliche Symptome hervorrufen kann 
(Pattison & Millson, 1960; Pattison & Millson, 1961). Ein Teil der inokulierten Tiere 
zeigte eine schläfrige Symptomatik („drowsy“-Syndrom) wohingegen der andere Teil 
eine sich durch verstärktes Kratzen auszeichnende Verhaltensstörung („scratching“-
Syndrom) aufwies. Da sich die unterschiedlichen Symptomatiken auch bei erneuter 
Passagierung zeigten, schloss man auf die Existenz von zwei verschiedenen 
Erregerstämmen (Pattison, 1966). Eine deutlich unterscheidbare klinische Symptomatik 
verursachen auch zwei aus Nerzen isolierte TME-Stämme nach Übertagung auf 
Hamster (Bessen & Marsh, 1992a; Bessen & Marsh, 1992b; Bessen & Marsh, 1994). 
Während ein Stamm zu einer Übererregung und zerebellären Ataxie führt (HY, Hyper), 
zeichnet sich der andere Stamm (DY, Drowsy) durch Lethargie und Ataxie aus. 
Erregerstämme unterscheiden sich nicht nur in ihrer Symptomatik, sondern auch 
hinsichtlich der histopathologischen Läsionsprofile im Gehirn, der PK-Resistenz des 
PrPSc, des Glykosylierungsmusters der pathogenen PrP-Isoform und der Resistenz 
gegenüber physikalischen und chemischen Inaktivierungsverfahren (Dickinson & 
Meikle, 1971; Kimberlin et al., 1983; Carp et al., 1984; Kimberlin et al., 1986; Bruce & 
Dickinson, 1987; Kimberlin et al., 1989; Kitamoto et al., 1990; Bruce & Fraser, 1991; 
DeArmond et al., 1993). Dass dabei Erregerstamm und Speziesbarriere 
zusammenhängende Phänomene darstellen, zeigt die unterschiedliche Übertragbarkeit 
von verschiedenen Erregerstämmen auf ein und denselben Wirt. So lassen sich 
unterschiedliche Erregerstämme der Maus mit zum Teil sehr unterschiedlichen 
Inkubationszeiten auf Syrische Goldhamster übertragen (Kimberlin et al., 1989) und 
auch für verschiedene Erregerstämme vom Hamster konnten bei der Infektion von 
transgenen Mäusen unterschiedliche Speziesbarrieren beobachtet werden (Peretz et al., 
2002).  
Unterschiedliche Eigenschaften von Erregerstämmen lassen sich auch bei den TSE-
Erkrankungen des Menschen finden. Durch Infektion von genetisch identischen, 
transgenen Mäusen mit verschiedenen humanen Prionen wurde gezeigt, dass sich 
verschiedene humane Erregerstämme auch nach Passagierung in der Maus 
unterscheiden lassen (Telling et al., 1996). Eine besondere Bedeutung hat die 
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Unterscheidbarkeit humaner Erregerstämme in der CJD-Diagnostik. Durch einen 
Vergleich des Molekulargewichtes von PrPSc nach PK-Verdau sowie des quantitativen 
Verhältnisses der unglykosylierten, einfach- und zweifach-glykosylierten Prionproteine 
zueinander, wurde mittels Western Blot-Analysen eine Typisierung verschiedener CJD-
Formen möglich (Parchi et al., 1996; Parchi et al., 1997; Parchi et al., 1999). Des 
Weiteren ließ sich durch die vergleichende Typisierung von TSE-Erregern der 
Zusammenhang zwischen BSE und nvCJD herstellen (Collinge et al., 1996; Bruce et 
al., 1997).  
Da ausgehend von der Prion-Hypothese keine Nukleinsäure für die verschiedenen 
Stammeigenschaften kodieren kann, wird angenommen, dass die unterschiedlichen 
Erregerstämme Konformationsisomere darstellen (Bessen & Marsh, 1994; Bessen et al., 
1995). Dies konnte anhand eines konformationsabhängigen Immunoassays für acht 
Prion-Stämme gezeigt werden (Safar et al., 1998). Nach diesem Erklärungsmodell ist es 
denkbar, dass ein spezifischer PrPSc-Konformationstyp äußerst wirksam PrPC in die 
pathogene Isoform überführen kann und damit zu einer besonders kurzen 
Inkubationszeit führt, wohingegen die Konversion durch einen anderen 
Konformationstyp weniger effizient erfolgt und daher mit einer verlängerten 
Inkubationszeit assoziiert ist. Ähnlich könnten verschiedene PrPSc-Konformationstypen 
bevorzugt jeweils andere Hirnregionen befallen, wodurch sich unterschiedliche 
Läsionsprofile und Symptome erkären ließen. 
 
1.5. Interaktion, Umfaltung und die Rolle der Primärsequenz 
 
Neben der Übereinstimmung in der Aminosäurenabfolge von PrPC und PrPSc ist auch 
die Konformation des PrPSc, also die strukturelle Eigenschaft des Erregerstammes, eine 
wichtige Determinante für die Höhe der Speziesbarriere bei der Übertragung von 
Prionen zwischen verschiedenen Arten (Safar et al., 1998). Die Umfaltung von PrPC zu 
PrPSc erfordert vermutlich eine direkte Wechselwirkung zwischen den beiden 
Isoformen, wobei der zelluläre Ort dieser Interaktion bislang noch nicht zweifelsfrei 
identifiziert wurde. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Umfaltung erst 
stattfindet, nachdem PrPC die Plasmamembran erreicht hat (Caughey & Raymond, 
1991; Borchelt et al., 1992; Taraboulos et al., 1992), wobei die Glykosylierung für die 
Umfaltung nicht erforderlich ist (Taraboulos et al., 1990a). Durch 
elektronenmikroskopische Studien an Neuroblastomazellen und Hirngewebe konnte 
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weiterhin die Akkumulation von PrPSc in den „späten“ Endosomen und Lysosomen 
nachgewiesen werden (McKinley et al., 1991; Arnold et al., 1995). Unterstützt durch 
die Ergebnisse aus Arbeiten mit Inhibitoren verschiedener Zellkompartimente konnte 
der Ort der PrPSc-Bildung auf die Zelloberfläche bzw. auf  „frühe“ Endosomen 
eingegrenzt werden (Taraboulos et al., 1990b; Caughey & Raymond, 1991; Taraboulos 
et al., 1992). Eine Absenkung des Cholesterol-Spiegels in Zellkulturen inhibiert die 
Umfaltung von PrPC in die pathogene Isoform (Taraboulos et al., 1995). Deshalb ist 
anzunehmen, dass die PrPSc-Bildung im Wesentlichen an der Zellmembran stattfindet, 
da PrPC auf der Zelloberfläche in Cholesterol-reichen Membran-Domänen zu finden ist 
(Vey et al., 1996), welche durch die Verringerung des Cholesterol-Spiegels zerstört 
werden und dadurch das für die Umfaltung nötige biochemische Millieu verloren zu 
gehen scheint (Taraboulos et al., 1995). 
Der Umfaltungprozess von PrPC in die Protease-resistente Isoform kann außerhalb des 
Organismus oder einer Zelle in sogenannten in vitro Konversionsreaktionen nachgestellt 
werden, wodurch sich die Umfaltung und Amyloidbildung unter kontrollierten 
Bedingungen untersuchen lässt (Kocisko et al., 1994; Post et al., 1998; Vorberg et al., 
1999; Saborio et al., 1999; Saborio et al., 2001; Baskakov et al., 2002; Kirby et al., 
2003; Lucassen et al., 2003). Byron Caughey und seine Kollegen versuchten dies, 
indem sie radioaktiv markiertes PrPC aus Zellkulturen zusammen mit gereinigtem PrPSc 
aus infizierten Hirnen inkubierten (Kocisko et al., 1994). Tatsächlich konnte durch 
dieses Verfahren die Umwandlung des radioaktiv markierten PrPC in eine PK-resistente 
Isoform (PrPres) erreicht und anhand der Konversionseffizienz die Rolle der 
Aminosäuresequenz für die untersuchten Speziesbarrieren beurteilt werden (Kocisko et 
al., 1995; Raymond et al., 1997). Obwohl bei diesen in vitro Konversionreaktionen 
auch Erregerstamm-Spezifitäten nachvollziehbar waren (Bessen et al., 1995; Mulcahy 
& Bessen, 2004), konnte bisher für das generierte PrPres keine Infektiösität 
nachgewiesen werden (Hill et al., 1999). 
Mit einem anderen Konversionsverfahren ausgehend von aufgereinigtem PrPSc, dessen 
β-Faltblattstruktur durch Aufkochen in 0,2 % Natriumdodecylsulfat (SDS) aufgelöst 
wurde, konnte durch einfaches Herausverdünnen des SDS die Aggregatbildung mit 
partieller PK-Resistenz in vitro wieder induziert werden (Riesner et al., 1996; Post et 
al., 1998). Durch dieses Verfahren konnte auch α-helicales, von E. coli erzeugtes 
rekombinantes Prionprotein (rPrP) in Aggregate mit β-Faltblattstruktur und PK-
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Resistenz überführt werden (Post et al., 1998; Jansen et al., 2001). Obwohl auch mit 
dieser Methode PK-resistentes Prionprotein erzeugt werden kann, konnte für die 
gewonnenen PrP-Aggregate bisher keine Infektiösität nachgewiesen werden. In 
Kombination mit der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) (Eigen & Rigler, 
1994), bei der über die Fluktuation der Fluoreszenzintensität in einem Volumen von ca. 
einem Femtoliter, das durch einen fokussierten Laserstrahl erzeugt wird, 
Konzentrationsschwankungen von fluoreszenz-markierten rPrP-Molekülen ausgewertet 
werden, ist jedoch eine detaillierte Analyse der Aggregationskinetik und der 
beeinflussenden Faktoren möglich (Post et al., 1998; Jansen et al., 2001; Giese et al., 
2004; Levin et al., 2005).  
Mit Hilfe eines weiteren Aggregationsverfahrens, bei welchem die Ausbildung einer 
β-Faltblattstruktur und die damit einhergehende PrP-Multimerisierung durch Inkubation 
von bakteriell hergestelltem PrP in einem Puffer mit hohem Harnstoff-Gehalt und 
niedrigem pH-Wert induziert wird, konnte die Erzeugung von Infektiösität in vitro 
demonstriert werden (Baskakov et al., 2002; Legname et al., 2004). Die durch dieses 
Verfahren, mit welchem auch eine spezies-spezifische Aggregationsinduktion 
(„Seeding“) gezeigt werden konnte (Baskakov et al., 2004), erzeugten Aggregate, 
wurden transgenen Mäusen inokuliert, welche die für TSE typischen 
neuropathologischen Veränderungen im Gehirn und PK-resistentes Prionprotein 
entwickelten. Mit Hirnhomogenat dieser infizierten Mäuse konnte wiederum die 
erfolgreiche Infektion von Wildtyp-Mäusen demonstriert werden. Obwohl diese Art der 
in vitro Konversion auch mit Vollängen-rPrP möglich ist (Bocharova et al., 2005), 
wurde bei den erfolgreichen Infektionsversuchen rPrP mit einer N-terminalen Deletion 
verwendet. Auch die inokulierten transgenen Mäuse wiesen diese Deletion im 
Prionprotein auf (Legname et al., 2004). Diese artifiziellen Bedingungen sowie der bei 
den Experimenten erzeugte geringe infektiöse Titer bedürfen einer weiteren Klärung zur 
Bestätigung der Prion-Hypothese. 
Ein weiteres Konversionssystem ist die sogenannte „Protein Misfolding Cyclic 
Amplification“-Reaktion (PMCA) (Saborio et al., 2001). Bei dieser besonders für 
Hamster-Prionen effizienten Amplifikationstechnik wird PrPSc-haltiges Hirnhomogenat 
mit Hirnhomogenat gesunder Tiere verdünnt und die Umfaltung des PrPC in die PK-
resistente Isoform durch eine zyklische Wiederholung von Inkubations- und Ultraschall-
Behandlungsschritten beschleunigt. Aufgrund der hohen Sensitivität konnte mit dieser 
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Technik die Detektion von PK-resistentem Prionprotein im präklinischen Stadium beim 
Rind und Hamster gezeigt werden (Soto et al., 2005). Mit einer abgewandelten Form 
dieser Methode, der sogenannten seriellen PMCA (sPMCA), bei welcher der 
Reaktionsansatz und damit die ursprünglich eingesetzte PrPSc-Menge seriell um ein 
Vielfaches mit Hirnhomogenat von uninfizierten Individuen verdünnt wird, konnte die 
Fähigkeit von PrPSc zur autokatalytische Vermehrung der PK-resistenten Form 
demonstriert werden (Bieschke et al., 2004). Des Weiteren wurde durch die Inokulation 
von Reaktionsprodukten aus der sPMCA in Hamster die Erzeugung von Infektiösität in 
vitro dargestellt, wobei der infektiöse Titer der inokulierten sPMCA-Proben deutlich 
geringer ausfiel als der infektiöse Titer von entsprechenden Kontroll-Proben (Castilla et 
al., 2005). 
 
1.6. Speziesbarrierenanalytik bei der Rötelmaus 
 
In der Regel ist bei der Übertragung von TSE-Erregern von einer Tierart auf eine andere 
eine deutliche Speziesbarriere erkennbar (Pattison & Millson, 1960; Pattison, 1966), 
deren Höhe sich an dem Grad der Inkubationszeitverkürzung bei der Passagierung 
innerhalb der neuen Spezies messen lässt (siehe 1.4.1.). Die Ähnlichkeit der 
Aminosäuresequenz des Prionproteins der Empfängerspezies und der Sequenz des 
inokulierten Prionstammes ist dabei eine wichtige Determinante (Scott et al., 1989; 
Scott et al., 1993; Schätzl et al., 1995; Prusiner & Scott, 1997). Frühe 
Inokulationsversuche von Chandler und Turfrey an wilden Nagerspezies (Chandler, 
1971; Chandler & Turfrey, 1972) zeigten jedoch, dass Erdmäuse (Microtus agrestis) im 
Vergleich zu Hausmäusen (Mus musculus) nach Innokulation mit Scrapie eine weitaus 
kürzere Inkubationszeit aufwiesen, obwohl sich die Aminosäuresequenz des 
Prionproteins der Erdmäuse nur an wenigen Aminosäuren von der Sequenz der Maus 
unterscheidet. Um dieser Besonderheit nachzugehen, wurden umfangreiche 
Inokulationsversuche an drei wilden Nagerspezies, der Rötelmaus (Clethrionomys 
glareolus), der  Erdmaus (Microtus agrestis) und der Waldmaus (Apodemus sylvaticus) 
durchgeführt (Cartoni et al., 2005) (Agrimi unveröffentlicht). Dabei wurden die Tiere 
mit  BSE vom Rind, Scrapie vom Schaf und weiteren TSE-Erregerstämmen aus 
unterschiedlichen Spezies infiziert. Nach Inokulation von BSE konnte bei allen Spezies 
eine sehr lange Inkubationszeit beobachtet werden, wobei sich Rötelmäuse als resistent 
gegenüber BSE erwiesen. Nach Inokulation von Scrapie aus Schafen oder Ziegen 
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zeigten insbesondere Rötelmäuse, aber auch Erdmäuse, im Vergleich zu Wald- und 
Hausmäusen weitaus kürzere Inkubationszeiten und einen höheren Anteil an 
erfolgreichen infizierten Individuen. Nach Passagierung innerhalb der Spezies wurde 
eine zusätzliche Reduktion der Inkubationszeiten beobachtet.  
Des Weiteren konnte bei Rötelmäusen ein natürlicher Polymorphismus am Codon 109 
des Prionproteins (M109I) identifiziert werden, welcher entsprechend einem 
Polymorphismus an der homologen Position bei Mäusen (Westaway et al., 1987) die 
Inkubationszeit beeinflusst (Cartoni et al., 2005). An dieser Position heterozygote (M/I) 
und für Isoleucin homozygote (I/I) Tiere zeigten im Vergleich zu Methionin-
homozygoten Kontroll-Tieren eine verlängerte Inkubationszeit nach Infektion mit 
Schaf-Scrapie. 
Die erstaunliche Empfänglichkeit der Rötelmaus gegenüber der Infektion mit TSE-
Erregern phylogenetisch entfernter Spezies, insbesondere gegenüber der Inokulation 
von Schaf-Scrapie, ruft epidemiologische Bedenken hervor. Da Rötelmäuse mit im 
Freiland kultivierten Schafen dasselbe Habitat teilen (Steen et al., 2005), sind unter 
anderem in Hinblick auf sporadische Ausbrüche von TSE-Epidemien in Schafherden 
wilde Nagerspezies als natürliches Reservoir für TSE-Erreger zu diskutieren 
(Woolhouse et al., 1999). 
Neben der Eignung der Rötelmaus als neuer sensitiver Modellorganismus mit sehr 
kurzen Inkubationszeiten, sowie der Möglichkeit zur differentiellen Stammtypisierung 
von Schaf-Scrapie und BSE, ist die Rötelmaus auch für die Erforschung von Aspekten 
der Speziesbarriere, insbesondere bezüglich der Rolle der Primärsequenz, für die 




Durch in vitro Konversionsexperimente sollten im Rahmen dieser Doktorarbeit die 
molekularen Mechanismen der Prion-Vermehrung näher untersucht und der Versuch 
unternommen werden, durch die Erzeugung von infektiösen Prionen in vitro die Prion-
Hypothese zu bestätigen. Weiterhin sollten durch in vitro Konversionsexperimente die 
Grundlage der Erregerstämme und das damit eng verbundenen Phänomen der 
Speziesbarriere auf molekularer Ebene untersucht werden. Dabei sollte die Rötelmaus 
(Clethrionomys glareolus) als Modell-Organismus dienen, da sie aufgrund der im 
Vergleich zur Hausmaus (Mus musculus) höheren Empfindlichkeit gegenüber einer 
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Infektion mit Schaf-Scrapie sowie durch die Resistenz gegenüber einer BSE-Infektion 
von besonderem Interesse ist.  
Um die Rolle der Primärsequenz für die Speziesbarrieren der Rötelmaus zu beurteilen, 
sollte durch den Vergleich der Aminosäuresequenz des Prionproteins der Rötelmaus mit 
den Sequenzen vom Rind, Schaf, Maus und Hamster Aminosäuren in der 
Primärsequenz identifiziert werden, die für die charakteristischen Speziesbarrieren der 
Rötelmaus entscheidend sein könnten. Basierend auf diesen Analysen sollte die 
Primärsequenz des Prionproteins der Rötelmaus an geeigneten Positionen in Maus-
spezifische Aminosäuren umgewandelt und die Wirkung dieser Mutationen mit Hilfe 
von in vitro Konversionsreaktionen beurteilt werden. In einer Vorprüfung sollten dafür 
verschiedene in vitro Konversionsmethoden etabliert und auf ihre Eignung überprüft 
werden, den Einfluss einzelner Aminosäurenaustausche auf die Konversion von PrPC in 
PrPres zu analysieren. Zusätzlich sollte der bei Rötelmäusen vorkommende natürliche 
Polymorphismus an Codon 109 (M109I), welcher wie ein entsprechender 
Polymorphismus bei der Maus (Westaway et al., 1987) die Inkubationszeit beeinflusst 
(Cartoni et al., 2005), durch in vitro Konversionsreaktionen untersucht werden. 
Da die Prion-Hypothese der Konversion von PrPC zu PrPSc und die damit 
einhergehenden Aggregatbildung eine direkte Wechselwirkung der PrP-Moleküle 
impliziert, ist zu vermuten, dass Mutationen in der Aminosäuresequenz eine 
Veränderung der dafür nötigen Interaktionsflächen bewirken und so die 
Konversionseffizienz beeinflusst wird. Daher wurde weiterhin der Versuch 
unternommen, Interaktionsflächen in Aggregaten des Prionproteins genauer zu 
charakterisieren. Dazu sollten die Aggregate durch kovalente Vernetzung stabilisiert 
und anschließend ihre biochemischen Eigenschaften untersucht werden. Durch eine 
massenspektrometrischen Analyse der Vernetzungsprodukte sollte dann der Versuch 
unternommen werden, definierte molekulare Interaktionsflächen zu kartieren, um 
zusammen mit den aus der in vitro Konversion gewonnenen Erkenntnissen ein besseres 
Verständnis der molekularen Mechanismen der PrPC / PrPSc Interaktion und Konversion 








2.1.1. Geräte, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien 
 
2.1.1.1. Geräte und Verbrauchsmaterialien 
 
Allgemeine Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Eppendorf (Hamburg), 
Roth (Karlsruhe), Sarstedt (Nümbrecht) und VWR (Ismaning) bezogen. Die Hersteller 





Soweit im Text nicht näher angeben, wurden die verwendeten Chemikalien von Merck 
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen. 
 
2.1.2. Stämme von Escherichia coli 
 
DH5α: E. coli F-, endA1, hsdR17(rk-, mk-), supE44, thi-1, recA1, gyrA96, relA1, Φ80d, 
lacZ[∆]M15 (Hanahan, 1983) 
 
BL21(DE3)ril: E. coli B F- ompT hsdS(rB- mB-) dcm+ Tetr gal λ(DE3) endA 
metA::Tn5(kanr) Hte [argU ileY leuW Camr] (Stratagene, La Jolla, USA) (Kleber-Janke 
& Becker, 2000) 
 
2.1.3. Eukaryontische Zelllinien 
 
RK13: Nierenepithelzellen aus Kanninchen, ATCC CCL-37, American Type Culture 






Oligodesoxyribonukleotide (Primer) für die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und für 
Kettenabbruch-Reaktionen (Sanger et al., 1977) (siehe 2.2.2.3. und 2.2.2.10.1.) zur 
Bestimmung der DNS-Sequenz wurden von MWG Biotech (Ebersberg) als Feststoff 
bezogen und in H2O auf eine Konzentration von 100 pmol/µl gelöst. 
 
2.1.4.1. Oligodesoxyribonukleotide für die PCR 
 




btEcoRI-5’ 5’-CCC TCT TTA TTG AAT TCA TAA GTC ATC ATG GTG AAA AGC CAC ATA GGC-3’ 
btXbaI-3’ 5’-GAA AAC AGT CTA GAT GCC CCT ATC CTA CTA TGA GAA AAA TGA GG-3’ 
btXhoI-5’ 5’-CCC TCT TTA TTC TCG AGA TAA GTC ATC ATG GTG AAA AGC CAC ATA GGC AG-3’ 
cgBamHI-3’ 5’-CAA GCA GGG ATC CCT CCC TCA TCC CAC (GCT)AT CAG GAA GAT GAG-3’ 
cgEcoRI-5’ 5’-CTC ATT GAA TTC AT(CT) AGC TGT CAT GGC GAA CCT CAG CTA CTG GCT GC-3’ 
cgHindIII-5’ 5’-CTC ATT AAG CTT AT(CT) AGC TGT CAT GGC GAA CCT CAG CTA CTG GCT GC-3’ 
cgXbaI-3’ 5’-CAA GCA GTC TAG ACT CCC TCA TCC CAC (GCT)AT CAG GAA GAT GAG G-3’ 
maBamHI-3’ 5’-CAA GCA GGG ATC CTT CCT TCA TCC CAC CAT CAG GAA GAT GAG-3’ 
maEcoRI-5’ 5’-CTT CAT TGA ATT CAT CAG CCA TCA TGG CGA ACC TTA GCT ACT GGC-3’ 
maHindIII-5’ 5’-CTT CAT TAA GCT TAT CAG CCA TCA TGG CGA ACC TTA GCT ACT GGC-3’ 
maRekBamHI-5’ 5’-GAA GGA TCC TCA GCT GGA CCT TCT TCC ATC GTA GTA GGC CTG GGA C-3’ 
maRekNdeI-5’ 5’-GTT CAT ATG TCT AAG AAG CGG CCA AAG CCT GGA GGG TGG AAC ACT GG-3’ 
maXbaI-3’ 5’-CAA GCA GTC TAG ATT CCT TCA TCC CAC CAT CAG GAA GAT GAG-3’ 
mmEcoRI-5’ 5’-CTC ATT GAA TTC ATC AGT CAT CAT GGC GAA CCT TGG CTA CTG GCT GC-3’ 
mmXbaI-3’ 5’-CAA GCA GTC TAG ACT CCC TCA TCC CAC GAT CAG GAA GAT GAG G-3’ 
oaEcoRI-5’ 5’-CTC TTT ATT GAA TTC AGA AGT CAT CAT GGT GAA AAG CCA CAT AGG-3’ 
oaHindIII-5’ 5’-CTC TTT ATT AAG CTT AGA AGT CAT CAT GGT GAA AAG CCA CAT AGG-3’ 
oaEcoRI-3’ 5’-GAA AAC AGG AAT TCT GCC CCT ATC CTA CTA TGA GAA AAA TGA GG-3’ 





2.1.4.2. Oligodesoxyribonukleotide für die Mutagenese-PCR 
 




cgE227D-for 5’-GGC CTA CTA CGA CGG GAG AAG TTC CCG GGC CGT GCT GC-3’ 
cgE227D-rev 5’-GCA GCA CGG CCC GGG AAC TTC TCC CGT CGT AGT AGG CC-3’ 
cgM109I-for 5’-GCC AAA AAC CAA CAT CAA GCA CGT GGC AGG CGC-3’ 
cgM109I-rev 5’-GCG CCT GCC ACG TGC TTG ATG TTG GTT TTT GGC-3’ 
cgM109L-for 5’-GCC AAA AAC CAA CCT GAA GCA CGT GGC AGG CGC-3’ 
cgM109L-rev 5’-GCG CCT GCC ACG TGC TTC AGG TTG GTT TTT GGC-3’ 
cgN155Y-for 5’-CCG TGA AAA CAT GTA CCG CTA CCC TAA CCA AGT G-3’ 
cgN155Y-rev 5’-CAC TTG GTT AGG GTA GCG GTA CAT GTT TTC ACG G-3’ 
cgN170S-for 5’-CCA GTA CAG CAA CCA GAA CAA CTT CGT ACA CGA TTG C-3’ 
cgN170S-rev 5’-GCA ATC GTG TAC GAA GTT GTT CTG GTT GCT GTA CTG G-3’ 
 
2.1.4.3. Oligodesoxyribonukleotide für die DNS-Sequenzierung 
 
2.1.4.3.1. Mit 5’-Modifikation 
 
Zur Bestimmung der Sequenz von DNS-Fragmenten mit Hilfe von Kettenabbruch-
Reaktionen (Sanger et al., 1977) (siehe 2.2.2.10.1.) wurden mit 5’ IRD 800 und 
5’ IRD 700 modifizierte Primer verwendet. 
 




135-44for-800 5’-GCC CAT GAT CCA TTT TGG CAA C-3’ 
btG6147-800 5’-GTG GTA CCC ACG GTC AAT GG-3’ 
cgG6147-800 5’-TGG CAC CCA CAA TCA GT-3’ 
G6146-700 5’-TTC TCC CCC TTG GTG GT-3’ 
G6147-800 5’-TGG CAC CCA CAG TCA GT-3’ 
Rev(-29)-700 5’-CAG GAA ACA GCT ATG ACC -3’ 
SP6-700 5’-ATT TAG GTG ACA TAT AGA A-3’ 
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T3-700 5’-AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG-3’ 
T7-800 5’-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3’ 
Uni(-21)-800 5’-TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3’ 
 
2.1.4.3.2. Ohne 5’-Modifikation 
 
Für die bei MWG Biotech (Ebersberg) in Auftrag gegebene Sequenzbestimmung von 
DNS-Fragmenten (Sanger et al., 1977) wurden unmodifizierte Primer verwendet. 
 




btG6147 5’-GTG GTA CCC ACG GTC AAT GG-3’ 
cgG6147 5’-TGG CAC CCA CAA TCA GT-3’ 
G6146 5’-TTC TCC CCC TTG GTG GT-3’ 
M13rev(-29) 5’-CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3’ 
mmG6147 5’-GGG TAC CCA TAA TCA GT-3’ 
oaG6147 5’-TGG TAG CCA CAG TCA GT-3’ 




Tabelle 5: Verwendete Plasmid-DNS 
 
Bezeichnung Charakteristika Referenz 
   
pBluescript II SK(-) Klonierungsvektor, Ampr Stratagene, La Jolla, USA 
pCI-btPrP-6/5-2 pCIneo mit Prnp-ORF vom Rind Diese Arbeit 
pCI-cgPrP-6-10 pCIneo mit Prnp-ORF der Rötelmaus Diese Arbeit 
pCI-cgPrPE227D-1-5 pCIneo mit mutiertem Prnp-ORF der Rötelmaus Diese Arbeit 
pCI-cgPrPM109I-3-6 pCIneo mit mutiertem Prnp-ORF der Rötelmaus Diese Arbeit 
pCI-cgPrPM109L-1-4 pCIneo mit mutiertem Prnp-ORF der Rötelmaus Diese Arbeit 
pCI-cgPrPN155Y-4-2 pCIneo mit mutiertem Prnp-ORF der Rötelmaus Diese Arbeit 
pCI-cgPrPN155Y-N170S-2-1 pCIneo mit mutiertem Prnp-ORF der Rötelmaus Diese Arbeit 
pCI-cgPrPN170S-2-2 pCIneo mit mutiertem Prnp-ORF der Rötelmaus Diese Arbeit 
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pCI-maPrP-7-7 pCIneo mit Prnp-ORF vom Hamster Diese Arbeit 
pCI-mmPrP pCIneo mit Prnp-a-ORF der Maus ZNP, München (Windl et al., 
1999)  
pCIneo Expressionsvektor mit CMV-Promotor, Ampr, Neor Promega, Mannheim 
pCI-oaPrP(ARQ)-12-6 pCIneo mit Prnp-ORF vom Schaf (Genotyp ARQ) Diese Arbeit 
pCI-oaPrP(ARR)-3-1 pCIneo mit Prnp-ORF vom Schaf (Genotyp ARR) Diese Arbeit 
pET17b Bakterieller Expressionsvektor Novagen, San Diego, USA 
pET-huRekPrP-81 pET17b mit humanem Prnp-ORF (M129) ohne die 
für ER- und GPI-Anker-Signalsequenz kodierenden 
Bereiche 
ZNP, München (Giese et al., 
2004) 
pET-maRekPrP-5-8 pET17b mit Prnp-ORF vom Hamster ohne die für 
ER- und GPI-Anker-Signalsequenz kodierenden 
Bereiche 
Diese Arbeit 
pET-mmRekPrP-31 pET17b mit Prnp-ORF der Maus ohne die für ER- 
und GPI-Anker-Signalsequenz kodierenden 
Bereiche, STREP-TAG 
ZNP, München (Bertsch et 
al., 2005)  
pGEM-T Easy Klonierungsvektor, Ampr Promega, Mannheim 
pHA58 Resistenzplasmid, Hygr Erhalten von H. Lorenz 
(Windl et al., 1999) 
pScr23.4 Klonierungsvektor mit Prnp-ORF vom Schaf 
(Genotyp ARR) 
(Goldmann et al., 1990)  
pSR2 Resistenzplasmid, Purr Erhalten von H. Laude 
(Vilette et al., 2001) 
pTet-On Vektor zur Expression des tet-Aktivators (tTA), Ampr, 
Neor 
Clontech, Palo Alto, USA 
pTRE Expressionsvektor mit tTA-induzierbarem CMV-
Promotor, Ampr 
Clontech, Palo Alto, USA 






Tabelle 6: Anti-PrP-Antikörper 
 
Bezeichnung Herkunft Verdünnung Referenz 
    
12F10 Maus, monoklonal 1:2000 (Krasemann et al., 1996) 
3B5 Maus, monoklonal 1:50 (Krasemann et al., 1996) 
3F4 Maus, monoklonal 1:2000 (Kascsak et al., 1987)  
6H4 Maus, monoklonal 1:5000 Prionics AG (Schlieren, Schweiz) 
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7G5 Maus, monoklonal 1:200 (Kascsak et al., 1997)  
RA3153 Kaninchen, polyklonal 1:3000 Sigma Genosys (Cambridge, UK), 




Tabelle 7: Sekundär-Antikörper 
 
Bezeichnung Herkunft Verdünnung  Referenz 
    
Anti-Kaninchen IgG, AP-gekoppelt Ziege, monoklonal 1:3000 Dianova, Hamburg 
Anti-Maus IgG, AP-gekoppelt Ziege, monoklonal 1:3000 Dianova, Hamburg 
 
2.1.7. Lösungen und Puffer für verschiedene Methoden 
 
2.1.7.1. Lösungen und Puffer zur Arbeit mit Escherichia coli 
 
LB-Medium:   1 % Trypton, 0,5 % Hefe-Extrakt, 1 % NaCl 
SOB-Medium: 2 % Trypton, 0,5 % Hefe-Extrakt, 0,01 M NaCl, 2,5 mM KCl, 
0,01 M MgCl2, pH 7,0 
SEM-Puffer:  10 mM Pipes, 55 mM MnCl2, 15 mM CaCl2, 250 mM KCl,  
pH 6,7 
SOC-Medium: SOB-Medium mit 20 mM Glucose 
Rich-Medium:  1 % Trypton, 0,5 % Hefe-Extrakt, 0,5 % NaCl, 2 % Glycerin, 
50 mM KH2PO4, 50 mM Glucose, 10 mM MgCl2 
Ernte-Puffer:   50 mM Tris/HCl pH 8,0, 1mM MgCl2 
TAE-Puffer:   40 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,1 % (v/v) Essigsäure 
 
2.1.7.2. Lösungen und Puffer zur Arbeit mit Säugerzellkulturen 
 
Minimal-Medium:  DMEM mit 4,5 g/l Glukose ohne Glutamin, ohne Methionin und  
Cystein (Pan Biotech, Aidenbach), mit Pen/Strep und Glutamax 




2.1.7.3. Lösungen und Puffer zur Protein-Analyse und Aufreinigung 
 
BCA-Arbeitslösung:  1:50 (v/v) von Kupfersulfat-Lösung : Bicinchoninsäure-Lösung  
Trenngel:  15 % oder 10 % Acrylamid, 0,375 M Tris/HCl pH 8,8, 
0,1 % SDS, 0,05 % APS, 0,035 % TEMED 
Sammelgel:  5 % Acrylamid, 0,125 M Tris/HCl pH 6,8, 0,1 % SDS, 0,1 % 
APS und 0,07 % TEMED 
Laufpuffer:   25 mM Tris, 200 mM Glycin, 0,1 % SDS 
5× Probenpuffer:  15 % (w/v) SDS, 40 % (w/v) Saccharose, 1 mM EDTA, 50 mM  
Tris/HCl pH 6,8, 20 % (v/v) β-Mercaptoethanol, 0,2 % (w/v)  
Bromphenolblau 
Blotting-Puffer:  0,025 M Tris, 0,192 M Glycin, 0,1 % SDS, 20 % Methanol  
Block-Puffer:   3 % Magermilchpulver, 0,1 % Tween in PBS 
PBST:   PBS mit 0,1 % Tween 
CLZ-Puffer:   20 mM Tris/HCl pH 9,8, 1 mM Magnesiumchlorid 
AP-Puffer:   100 mM Natriumchlorid, 5 mM Magnesiumchlorid, 100 mM  
Tris/HCl pH 9,5 
NBT-Lösung:   75 mg/ml in 75 % Dimethylformamid 
BCIP-Lösung:  50 mg/ml in 100 % Dimethylformamid 
TBS-Puffer:   500 mM Natriumchlorid, 20 mM Tris/HCl pH 7,5 
Färbelösung:  0,5 % Coomassie Brilliant Blue R250 oder G250, 
9 % Essigsäure, 45,2 % Methanol 
Entfärber:   25 % Ethanol, 8 % Essigsäure 
Fixierlösung:  50 % Methanol, 12 % Essigsäure, 0,018 % Formaldehyd  
Waschlösung:  50 % Ethanol 
VB-Lösung:   0,2 g/l Natriumthiosulfat 
Imprägnierlösung:  2 g/l Silbernitrat, 0,028 % Formaldehyd    
Entwickler:   60 g/l Natriumcarbonat, 0,018 % Formaldehyd, 4 mg/l  
Natriumthiosulfat 
Stoplösung:   50 % Methanol, 12 % Essigsäure 
HL+-Puffer:  150 mM Natriumchlorid, 50 mM Tris/HCl pH 7,5, 0,5 % Igepal, 
0,5 % Desoxycholat, 5 mM EDTA, frisch dazu: „Complete Mini 
 31
(ohne EDTA)“ Protease-Inhibitoren (Roche, Mannheim) aus 
einer 25× Stamm-Lösung (1 Tablette in 400 µl H20) 
Prot.-A-Sepharose:  50 % (v/v) Suspension von Protein-A-Sepharose in PBS 
DLPC-Puffer:  150 mM Natriumchlorid, 50 mM Tris/HCl pH 8,0, 2 % Sarcosyl, 
0,4 % α-L-Lecithin 
IP-Waschpuffer:  500 mM Natriumchlorid, 50 mM Tris/HCl pH 7,0, 1 % Sarcosyl 
Homogen.-Puffer:  10 mM Na3PO4 pH 7,4, 10 % (w/v) Sarcosyl 
Sucrose-Kissen:  20 % (w/v) Sucrose, 0,6 M Kaliumjodid, 6 mM Natrium-
thiosulfat, 1 % Sarcosyl und 10 mM Na3PO4 pH 8,5 
Oxidationspuffer:  8 M Harnstoff, 2 µM CuSO4, 50 mM Tris/HCl pH 8,5 
Ni-Äquilibrierpuffer:  8 M Harnstoff, 10 mM MOPS pH 7,0 
Ni-Waschpuffer:  8 M Harnstoff, 500 mM NaCl, 10 mM MOPS pH 7,0 
Ni-Elutionspuffer:  7,2 M Harnstoff, 10 mM MOPS pH 7,0, 150 mM NaCl, 50 mM  
Imidazol 
Wasch-Puffer:  670 mM Sucrose, 20 mM Tris/HCl pH 8,0, 0,5 % Triton X-100, 
5 mM EDTA, 1 mM Benzamidin 
Resuspensionspuffer:  8 M Harnstoff, 10 mM MOPS, 1 mM EDTA, 50 mM DTT (1M) 
Niedrigsalzpuffer :  8 M Harnstoff, 50 mM Tris/HCl pH 8,0 
Hochsalzpuffer:  500 mM NaCl, 8 M Harnstoff, 50 mM Tris/HCl pH 8,0 
 
 
2.1.7.4. Lösungen und Puffer zur in vitro Konversion 
 
rPrP-Konv.-Puffer:  50 mM KCl, 10 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 0,1 % (w/v) Igepal  
und 50 mM Citrat-Puffer pH 6,5 
Konversionspuffer:  200 mM Kaliumchlorid, 5 mM Magnesiumchlorid, 0,625 %  
Sarcosyl, 50 mM Citrat-Puffer pH 6,0 
10× TN-Puffer:  1,5 M Natriumchlorid, 0,5 M Tris/HCl pH 7,5 








2.2.1. Methoden zur Arbeit mit Escherichia coli 
 
2.2.1.1. Allgemeine Wachstumsbedingungen  
 
Flüssigkulturen von E. coli DH5α und BL21(DE3)ril wurden über Nacht im 
Schüttelinkubator bei 37°C mit 250 upm in LB-Medium angezogen. Für das Wachstum 
auf Agarplatten wurde dem LB-Medium 1,5 % Agar zugegeben und in Petri-Schalen 
gegossen. Angeimpfte LB-Platten wurden in einem Brutschrank bei 37°C über Nacht 
inkubiert. Zum selektiven Wachstum von Zellen, die mit pBluescript-SK(-), pCIneo, 
pGEM-T Easy, pET17b und deren Derivaten transformiert wurden, ist dem LB-Medium 
Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 µg/ml zuführt worden. Bei der 
Kultivierung von BL21(DE3)ril wurde zusätzlich Chloramphenicol in einer 
Endkonzentration von 34 µg/ml hinzugegeben. Die Arbeiten mit E. coli wurden unter 




Um das Wachstum der bakteriellen Zellen in Flüssigkulturen zu verfolgen, wurde die 
optische Dichte bei 600 nm (OD600) in einem Spectrophotometer (Typ Ultrospec 3000, 
Amersham Biosciences, Freiburg) gegen LB-Medium bestimmt.  
 
2.2.1.3. Erstellung von kompetenten Zellen 
 
Zur Transformation von Plasmid-DNS in E. coli DH5α mittels Elektroporation wurden 
kompetente Zellen erstellt (Dower et al., 1988). Dazu wurden 0,5 l LB-Medium mit 
150 µl einer über Nacht angezogenen 5 ml LB-Kultur angeimpft. Diese Kultur wurde 
bei 37°C und 250 upm bis zu einer OD600 von 0,5 herangezogen und anschließend für 
30 min auf Eis gestellt. Die gekühlte Kultur wurde bei 4°C mit 4900 upm in einer 
Avanti J-25 Zentrifuge (Rotortyp JLA 10.500, Beckman Coulter, Krefeld) für 15 min 
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 0,5 l eiskaltem H2O resuspendiert und mit den 
gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden anschließend 
in 0,25 l eiskaltem H2O aufgenommen, erneut abzentrifugiert und das entstandene Pellet 
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in 10 ml eiskaltem Glycerin (10 % v/v) resuspendiert. Die Zellen wurden wieder 
zentrifugiert und in 1,5 ml eiskaltem Glycerin (10 % v/v) aufgenommen. Von der 
erhaltenen Zellsuspension wurden Aliquots von 80 µl erstellt, die mit flüssigem 
Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert wurden. 
Zur Erzeugung kompetenter Zellen von E. coli BL21(DE3)ril für die „Hitzeschock“-
Transformation (siehe 2.2.1.4.) wurde nach einem veränderten Protokoll von Inoue et 
al. (Inoue et al., 1990) 50 ml SOB-Medium mit 1 µl einer LB-Vorkultur inokuliert und 
über Nacht bei Raumtemperatur bis zu einer OD600 von 0,6 inkubiert. Nach Lagerung 
auf Eis für 10 min wurden die Zellen dann bei 2500 × g für zehn Minuten bei 4°C 
zentrifugiert (Zentrifuge 5804 R Eppendorf, Hamburg). Der Überstand wurde 
verworfen und das Pellet in 16 ml eiskaltem SEM-Puffer aufgenommen. Nach einer 
Inkubation für 10 min auf Eis wurden die Zellen erneut mit 2500 × g für 10 min bei 4°C 
zentrifugiert. Das Pellet wurde vorsichtig in 4 ml eiskaltem SEM-Puffer aufgenommen, 
DMSO bis zu einer Endkonzentration von 7 % hinzugegeben und erneut für 10 min auf 
Eis inkubiert. Die Zellen wurden anschließend aliquotiert, mit flüssigem Stickstoff 
eingefroren und bei –70°C gelagert. 
 
2.2.1.4. Transformation von Plasmid-DNS 
 
Plasmid-DNS wurde durch Elektroporation in E. coli DH5α transformiert (Dower et al., 
1988). Ein Aliquot von 80 µl kompetenter Zellen wurde dazu auf Eis aufgetaut und mit 
1-5 ng Plasmid-DNS oder 20 µl gereinigtem Ligationsansatz vermengt. Der Ansatz 
wurde in eine eisgekühlte Elektroporationsküvette mit 0,2 cm Spaltbreite (Gene Pulser 
Cuvette, Bio-Rad, München) überführt und mit Hilfe einer Elektroporationsapparatur 
(Shock Pod - Capacity extender II - Pulse Controller II - Gene Pulser II, Bio-Rad, 
München) bei 200 Ω, 25 µF und 1,6 kV ein Impuls angelegt. Die Zellen wurden in 
500 µl eiskaltem SOC-Medium (Peqlab, Erlangen) aufgenommen, in ein steriles 1,5 ml 
Reaktionsgefäß überführt und für eine Stunde bei 37°C inkubiert. 
Zellen von E. coli BL21(DE3)ril wurden nach dem „Hitzeschock“-Verfahren (Inoue et 
al., 1990) transformiert. Dazu wurden zu 200 µl kompetenter Zellen (siehe 2.2.1.3.) 
einige Nanogramm Plasmid-DNS gegeben und der Ansatz für 30 min auf Eis gestellt. 
Anschließend erfolgte der Hitzschock bei 42°C für 30 s im Wasserbad. Die Ansätze 
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wurden dann zurück auf das Eis gestellt, mit 0,8 ml SOC-Medium versehen und für 1 h 
bei 37°C inkubiert. 
Sowohl die Transformationansätze aus der Elektroporation als auch die Ansätze aus der 
„Hitzeschock“-Transformation wurden nach der Inkubation in SOC-Medium bei 
3000 upm bei RT für 3 min mit einer Tischzentrifuge (Typ 5415 R, Eppendorf, 
Hamburg) zentrifugiert. Der Überstand wurde zur  Hälfte abgenommen, des Pellet in 
dem verbleibendem SOC-Medium resuspendiert und 1/10 sowie 9/10 der Resuspension 
getrennt mittels eines Drigalski-Spatels auf zwei LB-Agarplatten mit entsprechenden 
Selektionsantibiotika ausgestrichen. Die angeimpften Agarplatten wurden über Nacht 
im Brutschrank bei 37°C inkubiert und aus angewachsenen Bakterien-Kolonien 
Plasmid-DNS isoliert. 
 
2.2.1.5. Erstellung von Stammkulturen 
 
Zur Konservierung von bakteriellen Zellen wurden 800 µl einer Flüssigkultur mit 
200 µl Glycerin (80 % v/v) vermengt und bei –80°C gelagert. 
 
2.2.1.6. Isolierung von Plasmid-DNS 
 
Zur Isolierung von Plasmid-DNS aus kleineren Kulturvolumina wurde eine 
abgewandelte Form des im Plasmid Mini Kit (Qiagen, Hilden) empfohlenen Protokolls 
durchgeführt. 1,5 ml Übernacht-Kultur wurden dazu mit einer Tischzentrifuge (Typ 
5415 R, Eppendorf, Hamburg) bei RT mit 13.200 upm pelletiert und in 150 µl kaltem 
P1-Puffer aufgenommen. Nach Zugabe von 150 µl P2-Puffer wurde die Suspension bei 
RT für 4 min stehengelassen, anschließend 150 µl kalter P3-Puffer hinzugegen und 
10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Ansätze in einer auf 4°C vorgekühlten 
Tischzentrifuge (Typ 5415 R, Eppendorf, Hamburg) bei 13.200 upm für 8 min 
zentrifugiert, der Überstand in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, mit einem 
gleichen Volumen Isopropanol versetzt und erneut bei 4°C für 15 min mit 13.200 upm 
zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde mit Ethanol (70 % v/v) gewaschen und bei 
RT 5 min mit 13.200 upm zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen, 
das Pellet an der Luft getrocknet, in 20 µl H2O augenommen und bei -20°C gelagert. 
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Zur Präparation von Plasmid-DNS aus 25 ml Kulturen wurde das Plasmid Midi Kit 
(Qiagen, Hilden) nach dem vom Hersteller empfohlenen Protokoll eingesetzt. Aliquots 
der dadurch gewonnenen DNS-Lösung wurden bei -20°C gelagert. 
Mini- und Midi-Präparationsprodukte wurden in einer geeigneten Restriktionsanalyse 
überprüft und die DNS-Konzentration gegebenenfalls fotometrisch bestimmt (siehe 
2.2.2.2.). 
 
2.2.1.7. Expression von rekombinantem Prionprotein 
 
Zur Expression von unglykosylierten Prionprotein in E. coli (rPrP) wurde der Stamm 
BL21(DE3)ril verwendet. Dieser wurde mit auf dem pET17b-Vektor basierenden 
Expressionskonstrukten transformiert, welche den Prnp-ORF ohne die für ER- und 
GPI-Anker-Signalsequenz kodierende DNS-Abschnitte beinhalteten (siehe 2.2.1.4.). 
Aus einer LB-Vorkultur der rPrP-exprimierenden Klone wurden 500 ml Rich-Medium 
mit 100 µg/ml Ampicillin und 34 µg/ml Chloramphenicol angeimpft und bis zu einer 
OD600 von 0,5 bei 37°C unter Schütteln mit 250 upm kultiviert. Die Expression wurde 
durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM induziert und die Kultur 
nach der IPTG-Zugabe für 2 h bei 37°C und 250 upm inkubiert. Es wurden vor der 
Induktion sowie 1 h und 2 h nach IPTG-Zugabe Aliquots der Bakterienkultur zur 
Expressionskontrolle für die SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Färbung (siehe 
2.2.4.5.1.) entnommen. Die Bakterienkultur wurde durch Zentrifugation in einer Avanti 
J-25 Zentrifuge (Beckman-Coulter, Krefeld) mit 5000 upm für 10 min bei 4°C geerntet, 
das Pellet in 10 ml Ernte-Puffer aufgenommen und die Zellsuspension bis zur 
Weiterverarbeitung (siehe 2.2.4.11.) bei -20°C eingefroren.  
 
2.2.2. Methoden zur DNS-Analyse und Klonierung 
 
2.2.2.1. Isolation von genomischer DNS 
 
Genomische DNS zur Amplifikation des PrP-Gens wurde aus 25 mg Muskel- bzw. 
Hirngewebe mit Hilfe des DNeasy Tissue Kits (Qiagen, Hilden) nach dem vom 
Hersteller empfohlenen Protokoll gewonnen. Die Integrität der DNS-Präparation wurde 
mittels Gelelektrophorese überprüft und die Konzentration fotometrisch vermessen 
(siehe 2.2.2.2.). Die genomische DNS wurde anschließend bei 4°C gelagert. 
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2.2.2.2. Konzentrationsbestimmung der DNS 
 
Zur Bestimmung der Konzentration von DNS-Lösungen wurden 2 µl DNS in einem 
Verhältnis von 1:250 mit H2O verdünnt und gegen 500 µl H2O in einer Quarzküvette 
mit einer Schichtdicke von 1 cm die optische Dichte bei 260 nm (OD260) mit einem 
Spektrophotometer (Typ Ultrospec 3000, Amersham Biosciences, Freiburg)  bestimmt. 
Ein OD260-Wert von 1 wurde dabei mit einer Konzentrationvon 50 µg dsDNS/ml 
gleichgesetzt. Um das Ausmaß an Verunreinigung mit Proteinen abzuschätzen, wurde 
zusätzlich die optische Dichte bei 280 nm gemessen (OD280). DNS-Lösungen mit einem 
Verhältnis OD260/OD280 kleiner als 1,8 wurden verworfen oder aufgereinigt (siehe 
2.2.2.5.). 
Zur Konzentrationsbestimmung von geringen DNS-Mengen wurde ein Aliquot im 
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und die Fluoreszenzintensität unter UV-Licht 




Zur Amplifikation von DNS-Fragmenten und zur Einführung von Punktmutationen in 
Plasmid-DNS wurde die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) angewendet (Mullis et al., 
1986; Saiki et al., 1988). Die Amplifikation von DNS-Fragmenten mit Hilfe der Taq-
DNA-Polymerase wurde mit dem HotStarTaq Master Mix Kit (Qiagen, Hilden) in 
0,2 ml Reaktionsgefäßen durchgeführt. Dazu wurden 25 µl des Puffer, Nukleotide und 
Polymerase enthaltenen HotStarTaq Master Mix in 50 µl Reaktionsvolumen mit jeweils 
0,5 µl einer Stammlösung (100 pmol/µl) der 3’- und des 5’-Oligodesoxynukleotide 
(Primer) und einer geeigneten Menge DNS versetzt. Von genomischer DNS wurden 
dabei 3 µl einer 1:10 Verdünnung bzw. 500 ng aufgereinigter Plasmid-DNS 500 ng 
hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde mit einem Tropfen sterilem Mineralöl 
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen) überschichtet. Die PCR-Reaktion wurde in einem 
Thermocycler Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg) durchgeführt und mit einer 
Denaturierungsphase von 15 min bei 95°C begonnen. Die Reaktion wurde mit einer im 
Temperatur-Zyklus enthaltenen Denaturierungsphase von 45 s bei 94°C fortgesetzt. Die 
Anlagerungsphase betrug in der Regel 1,5 min bei 61°C, an welche sich eine 
Verlängerungsphase von 2 min bei 72°C anschloss. Der Zyklus von Denaturierung, 
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Anlagerung und Verlängerung wurde insgesamt 35-mal wiederholt und die Reaktion 
mit einer Verlängerungsphase von 8 min bei 72°C  abgeschlossen. 
Zur Erzeugung von PCR-Produkten ohne Desoxyadenylat-Überhänge, wurde die 
PfuTurbo-DNA-Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe) eingesetzt. In einem 
Reaktionsvolumen von 100 µl wurden jeweils 2 µl der Primer-Stammlösung 
(100 pmol/µl), 10 µl des 10× Reaktionspuffers, 12,5 µl aus einer 4 mM Stammlösung 
dNTPs (Promega, Mannheim) und 2 µl PfuTurbo-DNA-Polymerase zusammengegeben. 
Die Menge an DNS sowie der Ablauf des Temperaturzyklus wurden wie bei der Taq-
PCR eingestellt. 
 
2.2.2.4. Ortsspezifische Mutagenese 
 
Zur Einführung von Punktmutationen in Plasmid-DNS wurde mit Vorwärts- und 
Rückwärts-Mutagenese-Primern und der PfuTurbo-DNA-Polymerase (Invitrogen, 
Karlsruhe) eine PCR durchgeführt (Kunkel et al., 1987).  Dabei wurden in einem 50 µl 
Reaktionsansatz 100 ng Plasmid-DNS mit 12,5 µl einer 4 mM Stammlösung dNTPs 
(Promega, Mannheim), 5 µl des 10× Reaktionspuffers, 0,3 µl der beiden Mutagenese-
Primer-Stammlösungen (100 pmol/µl) und 1,5 µl PfuTurbo-DNA-Polymerase versehen. 
Die Mutagenese-Primer wurden so ausgewählt, dass neben der Punktmutation zur 
Veränderung der Aminosäurensequenz eine weitere stille Mutation eingefügt wurde. 
Diese Mutation hatte entweder die Entstehung oder den Verlust einer Schnittstelle für 
Restriktionsendonukleasen zur Folge, wodurch eine Identifizierung der positiven Klone 
durch Restriktionsanalyse möglich wurde. Die PCR-Reaktion wurde beginnend mit 
einer 30 s dauernden Denaturierungsphase bei 95°C in einem Thermocycler 
Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg) durchgeführt und mit einer im 
Temperatur-Zyklus enthaltenen Denaturierungsphase von 30 s bei 95°C fortgesetzt. Die 
Anlagerungsphase betrug in der Regel 1 min bei 55°C, an welche sich eine 
Verlängerungsphase von 3,5 min bei 72°C anschloss. Der Zyklus von Denaturierung, 
Anlagerung und Verlängerung wurde insgesamt 17-mal wiederholt und die Reaktion 
mit einer Verlängerungsphase von 5 min bei 72°C  abgeschlossen. 5 µl des PCR-
Produkts wurde gelelektrophoretisch analysiert.  
Anschließend wurde der restliche PCR-Ansatz aufgereinigt, mit einer entsprechenden 
Menge des 10× Enzympuffers versehen, mit DpnI verdaut (siehe 2.2.2.6.) und in E. coli 
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transformiert (siehe 2.2.1.4.). Eine geeignete Anzahl bakterieller Klone wurde zur 
Plasmid-DNS-Isolation ausgewählt (siehe 2.2.1.6.), positive Klone mit Hilfe der 
Restriktionsanalyse identifiziert (siehe 2.2.2.6.) und durch DNS-Sequenzanalyse 
überprüft (siehe 2.2.2.10.). 
 
2.2.2.5. Reinigung von PCR-Produkten und Plasmid-DNS 
 
Zur Reinigung von PCR-Produkten, Plasmid-DNS, Ligationsreaktionen sowie zur 
Umpufferung von Restriktionsansätzen wurde das QIAquick PCR Purification Kit 
(Qiagen, Hilden) nach dem vom Hersteller angegebenen Protokoll verwendet. PCR-
Produkte, Plasmid-DNS und Restriktionsansätze wurden dabei mit 30-60 µl und 
Ligationsansätze mit 20 µl H2O von dem Säulenmaterial eluiert. 
 
2.2.2.6. Spaltung von DNS mit Restriktionsendonukleasen 
 
Zur Spaltung mit Restriktionsenzymen wurde gereinigtes PCR-Produkt bzw. Plasmid-
DNS aus Mini- oder Midi-Präparationen mit einem geeigneten Volumen H2O verdünnt 
und mit dem entsprechenden Volumen des vom Hersteller gelieferten 
10× Reaktionspuffers versehen. Die Lösung wurde mit 1-2 Units des 
Restriktionsenzyms pro µg DNS versetzt, wobei das Volumen der zugegebenen 
Enzymlösung höchstens ein Zehntel des Reaktionsvolumens betrug. Anschließend 
wurde der Ansatz bei 37°C für eine Stunde inkubiert und mittels Gelelektrophorese 
analysiert.  
 
2.2.2.7. Elektrophoretische Auftrennung von DNS-Fragmenten 
 
Zur analytischen und präparativen Auftrennung von DNS-Fragmenten wurde eine 
Gelelektrophorese durchgeführt. Dazu wurde Agarose (1 % w/v) in TAE-Puffer durch 
Aufkochen in einer Mikrowelle Moulinex Quickchef 650 (Samou, Radolfzell) gelöst 
und mit Ethidiumbromid (0,1 µg/ml) versehen. Die Lösung wurde in eine 
Flachbettschale gegossen und mit einem Kamm zur Erzeugung von Geltaschen bestück. 
Die Agarose wurde durch Abkühlen zum Erstarren gebracht und in eine mit TAE-Puffer 
gefüllte Gelkammer (Peqlab, Erlangen) überführt. Die DNS-Proben wurden in einem 
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Volumen-Verhältnis von 1:5 mit 5× Gel Loading Solution (Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen) versehen und in die Geltaschen gefüllt. Zur Bestimmung der 
Fragmentgrößen wurde entweder ein 100 bp- oder ein 1 kb-DNS-Standard (New 
England Biolabs, Frankfurt) mit auf das Gel aufgetragen. Zur elektrophoretischen 
Auftrennung der DNS-Fragmente wurde für 20-40 min eine Spannung von 100 V 
angelegt. Nach Beendigung der Auftrennung wurden die DNS-Banden durch 
Bestrahlung mit UV-Licht visualisiert und fotografiert. 
 
2.2.2.8. Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen 
 
Zur Isolation von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen wurden die DNS-Fragmente 
elektrophoretisch aufgetrennt, wobei frisch angesetzter TAE-Puffer verwendet wurde. 
Die gewünschten Banden wurden mit einem Skalpell unter Beleuchtung mit UV-Licht 
ausgeschnitten. Überschüssige Agarose wurde dabei von der DNS-haltigen Agarose 
sorgfältig entfernt und die Exposition des Gels mit UV-Licht so kurz wie möglich 
gehalten. Die ausgeschnittene Bande wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und 
die DNS mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) aus der Agarose 
eluiert. Die Konzentration der eluierten DNS-Fragmente wurde im Agarosegel durch 
Vergleich mit einem Längenstandard mit bekannter Konzentration bestimmt. 
 
2.2.2.9. Ligation von DNS-Fragmenten 
 
Zur Verknüpfung von DNS-Fragmenten durch die Bildung einer Phosphodiester-
Bindung zwischen den freien 3’-Hydroxyl- und den 5’-Phosphatgruppen wurden 
geeignete Mengen der gereinigten DNS in einem Reaktionsvolumen von 10 µl mit 
0,5 µl (200 Units) T4-DNA-Ligase (New England Biolabs, Frankfurt) versehen, wobei 
durch Zugabe von 1 µl des zugehörigen 10× Puffers die geforderten Puffer-
Bedingungen eingestellt wurden. Zur Ligation von PCR-Produkten in Plasmid-Vektoren 
über die Schnittstellen von Restriktionsendonukleasen wurden PCR-Produkte und 
Vektoren mit entsprechenden Restriktionsenzymen behandelt, gelelektrophoretisch 
aufgetrennt, die gewünschten Fragmente aus dem Gel eluiert und in der Regel in einem 
molukularen Verhältnis von 1:4 (Vektor : Insert) im Reaktionsansatz vorgelegt, wobei 
50-200 ng Vektor-DNS eingesetzt wurde. Der Ansatz wurde in einem Thermocycler 
 40
(Eppendorf, Hamburg) über Nacht bei 16°C inkubiert, anschließend gereinigt und in 
kompetente Zellen von E. coli transformiert (siehe 2.2.1.4.).  
Zur Ligation von PCR-Produkten in den pGEM-T Easy Vektor (Promega, Mannheim) 
über die Thymidylat-Überhänge des Vektors und den Desoxyadenylat-Überhängen der 
Produkte aus einer PCR mit der Taq-DNA-Polymerase („TA-Klonierung“) wurde die 
im pGEM-T Easy Vector System I (Promega, Mannheim) beigefügte T4-Ligase sowie 
der entsprechende Puffer verwendet und mit H2O ein Reaktionsvolumen von 10 µl 
eingestellt. Gereinigtes PCR-Produkt und der pGEM-T Easy Vektor wurden unter 
diesen Bedingungen bei RT für 1 Stunde oder über Nacht bei 4°C inkubiert. Der 
Ligationsansatz wurde aufgereinigt und in Zellen von E. coli transformiert (siehe 
2.2.1.4.). 
 
2.2.2.10. Sequenzanalyse von DNS 
 
Die Bestimmung der Sequenz von DNS-Fragmenten wurde entweder eigenständig 
durchgeführt oder bei MWG-Biotech (Ebersberg) in Auftrag gegeben. Für die 
eigenständig durchgeführte Sequenzbestimmung wurden Kettenabbruchreaktionen 
(Sanger et al., 1977) durchgeführt und die Reaktionsprodukte in einem 
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Der Gellauf und die Gelanalyse erfolge mit Hilfe des 
Sequenzierungsgerätes DNA Analyzer Gene Readir 4200 (LI-COR, Bad Homburg). Die 
erhaltenen Sequenzinformationen wurden mit e-Seq V2.0 und AlignIR V1.0 (LI-COR, 
Bad Homburg) ausgewertet.  





Kettenabbruchreaktionen zur Sequenzbestimmung von DNS-Fragmenten wurden mit 
den Konponenten des SequiTherm Excel  II LC DNA Sequencing Kit (für 25-41 cm 
Gele) (Biozym, Hessisch Oldendorf) und 5’ IRD 800 modifizierten Primern (MWG 
Biotech, Ebersberg) durchgeführt (Sanger et al., 1977). Dazu wurden in verschiedene 
0,2 ml Reaktionsgefäße 2 µl G-, A-, T- oder C-Terminationslösung (dNTPs mit 
Kettenbruch verursachenden Didesoxynukleotiden) vorgelegt und mit einem Tropfen 
Mineralöl (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) überschichtet. In einem 0,5 ml Reaktionsgefäß 
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wurden weiterhin 7,5 µl von einem 3,5× Reaktionspuffer, 2 µl eines geeigneten Primers 
(0,25-1 pmol/ml), 3,8 µl H2O, 3 µl DNS-Template (100 ng/µl) und 1µl Polymerase 
zusammen gegeben. 3,9 µl dieser Stammlösung wurden in die vier Reaktionsgefäße mit 
den Terminationslösungen pipettiert und die Kettenabbruchreaktionen in einem 
Thermocycler Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg) durchgeführt (einleitende 
Denaturierung bei 95°C für 3 min, zyklische Denaturierung bei 95°C für 0,5 min, 
Primer-Bindung bei 50°C für 15 s, Elongation bei 70°C für 1 min, 30 Zyklen). Den 
Reaktionsansätzen wurde nach Beendigung der Kettenabbruchreaktion 3 µl „Stop“-
Lösung zugeführt. 
 
2.2.2.10.2. Das Sequenziergel 
 
Zur Erstellung des Polyacrylamid-Sequenziergels (Sanger & Coulson, 1978) wurden die 
Komponenten des zum DNA Analyzer Gene Readir 4200 (LI-COR, Bad Homburg) 
gehörigen Gelsystems (0,25 mm Geldicke, 41 cm Laufstrecke) zusammengesetzt. Die 
Gellösung wurde durch Lösen von 21 g Harnstoff (Amersham Biosciences, Freiburg) in 
30,3 ml H2O unter Zugabe von 5 ml 10× TBE-Puffer (Amersham Biosciences, 
Freiburg), 6 ml „Long-Ranger“ Acrylamid (Biozym, Hessisch Oldendorf) und 500 µl 
DMSO erstellt. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von 50 µl TEMED und 350 µl 
APS gestartet und die Gellösung nach Filtrierung durch einen 45 µm Filter zwischen die 
Glasplatten des Gelsystems gegossen. Das Gel wurde für 1,5 Stunden zur 
Polymerisation stehen gelassen, anschließend 1,5 µl jedes Ansatzes nach Denaturierung 
(5 min, 70°C) auf das Gel geladen und der Gellauf in 0,8× TBE-Puffer durchgeführt. 
 
2.2.2.11. Expressionsvektoren mit Wildtyp-Prnp-Genen 
 
Zur Erstellung der Expressionsvektoren mit Wildtyp-Prnp-Genen wurden die unten 
beschriebenen Klonierungsschritte durchgeführt. Von den mit Zwischen- und Endvektor 
transformierten Klon-Kulturen wurden Stammkulturen erstellt und die Endvektoren 
durch Midi-Präparationen isoliert, welche nach geeigneter Restriktionskontrolle zur 






Zur Klonierung des Prnp-ORFs der Rötelmaus (Clethrionomys glareolus, Genbank-
Nummer AF367624) wurde genomische DNS aus Hirngewebe präpariert und mit den 
Primern cgHindIII-5’ und cgBamHI-3’ durch PCR mit der Taq-Polymerase der ORF 
des Prnp-Gens amplifiziert (Fragmentgröße:  808 bp), wobei im 5’-Ende eine HindIII- 
und im 3’-Ende eine BamHI-Schnittstelle generiert wurden. Bei den Primern cgHindIII-
5’ und cgBamHI-3’ handelt es sich um degenerierte Primer mit einer chimären Prnp-
Sequenz von Maus und Rötelmaus, um die Primer-Bindung in dem unbekannten 
Sequenzbereichen 5’ vor dem ORF sowie 3’ nach dem ORF und in dem terminalen 
3’-Sequenzabschnitt des ORFs ab Basenpaar 745 zu optimieren. Das PCR-Produkt 
wurde mit HindIII und BamHI verdaut, der Restriktionsansatz gelelektrophoretisch 
aufgetrennt, das Fragment aus dem Gel eluiert und in die HindIII und BamHI-
Schnittstelle des pBluescript-SK(-)-Vektors ligiert. Der Ligationsansatz wurde gereinigt 
und in E. coli DH5α transformiert. Positive Klone wurden nach einer Mini-Präparation 
durch Restriktionsanalyse mit HindIII und BamHI identifiziert, die präparierte DNS 
gereinigt und die Sequenz mit Hilfe der Primer Uni(-21)-800, Rev(-29)-700, 
cgG6147-800, G6146-700, T7-800 und T3-700 bestimmt. Zur weiteren Bearbeitung 
wurde der Klon pBlue-cgPrP-6 verwendet, welcher im terminalen 3’-Bereich des ORFs 
die Sequenz 5’-ATG GTG GGA TGA-3’ aufweist. Dies entspricht dem Translations-
Stop-Codon und den drei C-terminalen Aminosäuren M253, V254 und G255 aus dem 
GPI-Signalpeptid, welches im reifen Prionprotein abgespalten wird. Der pBlue-cgPrP-6-
Vektor wurde mit XhoI und XbaI verdaut und das dadurch entstehende Prnp-Fragment 
nach Elution aus einer gelelektrophoretischen Auftrennung über die XhoI- und XbaI-
Schnittstellen in den Expressionsvektor pCIneo ligiert. Das Ligationsprodukt wurde 
gereinigt und in E. coli DH5α-Zellen transformiert. Mittels eines Restriktionsverdaus 
mit XhoI und XbaI wurden positive Klone identifiziert und der Klon pCI-cgPrP-6-10 zur 




Der Prnp-ORF des Rindes (Bos taurus, Genbank-Nummer AJ298878) wurde von 
genomischer DNS aus Muskelgewebe durch PCR mit der Taq-Polymerase und den 
Primern btXhoI-5’ und btXbaI-3’ amplifiziert (Fragmentgröße: 841 bp), wobei im 
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5’-Ende eine XhoI- und im 3’-Ende eine XbaI-Schnittstelle erzeugt wurden. Das PCR-
Produkt wurde gereinigt und mit Hilfe von TA-Klonierung in den pGEM-T Easy-
Vektor ligiert. Das gereinigte Ligtionsprodukt wurde in E. coli DH5α transformiert und 
positive Klone nach Mini-Präparation durch Restriktionsanalyse identifiziert. Der 
dadurch erhaltene Vektor pGEM-btPrP-6 wurde mit XhoI und XbaI geschnitten, 
gelelektrophoretisch aufgetrennt, das entstandene Prnp-Fragment aus dem Gel eluiert 
und in die XhoI- und XbaI-Schnittstellen des pBluescript-SK(-)-Vektors ligiert. Der 
Ligationsansatz wurde gereinigt und in E. coli DH5α transformiert. Durch 
Restriktionsanalyse der Mini-Präparationen wurde der Klon pBlue-btPrP-6/5 erhalten, 
dessen Prnp-Insert mit den Primern Uni(-21)-800, Rev(-29)-700, T7-800, T3-700, 
btG6147-800 und G6146-700 sequenziert wurde. Durch Verdau mit XhoI und XbaI 
wurde nach Gelelektrophorese und Gelelution das erhaltene Prnp-Fragement in den 
pCIneo-Vektor ligiert. Der gereinigte Ligationsansatz wurde in E. coli DH5α 
transformiert,  positive Transformanten durch Restriktionsanalyse identifiziert und der 




Zur Klonierung des Prnp-ORFs vom Schaf mit dem Genotyp A136, R154, Q171 
(ARQ) (Ovis aries, Genbank-Nummer AJ000739) wurde eine Taq-PCR mit den 
Primern oaEcoRI-5’ und oaXbaI-3’ von genomischer DNS durchgeführt. Dadurch 
wurden im 5’-Ende eine EcoRI- und im 3’-Ende eine XbaI-Schnittstelle erzeugt. Nach 
einer Säulen-Reinigung wurde das PCR-Produkt (815 bp) in den pGEM-T Easy-Vektor 
ligiert („TA-Klonierung“). Das gereinigte Ligationsprodukt wurde in E. coli DH5α 
transformiert und positive Transformanten durch Restriktionsanalyse von Mini-
Präparationen identifiziert. Die Basenabfolge des Prnp-Fragments vom Klon pGEM-
oaPrP(ARQ)-12 wurden durch Sequenzierung (MWG Biotech, Ebersberg) mit den 
Primern T7, M13rev(-29), oaG6147 und G6146 bestimmt. Der Zwischenvektor pGEM-
oaPrP(ARQ)-12 wurde mit EcoRI und XbaI geschnitten, der Verdau 
gelelektrophoretisch aufgetrennt, das Prnp-Fragment aus dem Gel eluiert und in die 
EcoRI- und XbaI-Schnittstellen des pCIneo-Vektors ligiert. Das Ligationsprodukt 
wurde gereinigt, in E. coli DH5α transformiert und die positive Transformanten durch 
Restriktionsanalyse nach Mini-Präparation identifiziert. Der Klon 




Zur Klonierung des Prnp-ORFs vom Schaf mit dem Genotyp A136, R154, R171 (ARR) 
(Ovis aries, Genbank-Nummer AJ000736) wurde der ORF durch eine Pfu-PCR mit den 
Primern oaHindIII-5’ und oaEcoRI-3’ von dem pScr23.4-Vektor amplifiziert. Das PCR-
Produkt  (815 bp) wurde nach gelelektrophoretischer Auftrennung aus dem Gel eluiert 
und durch „blunt-end“-Ligation in die EcoRV-Schnittstelle des pBluescript-SK(-)-
Vektors ligiert. Das Ligationsprodukt wurde gereinigt und in E. coli DH5α 
transformiert. Positive Transformanten wurden durch Restriktionsanalyse von Mini-
Präparationen identifiziert. Die Basenabfolge des Prnp-Fragments ausgewählter Klone 
wurde durch Sequenzierung mit den Primern Uni(-21)-800, Rev(-29)-700, T7-800, 
T3-700, G6147-800 und G6146-700 bestimmt und Klon pBlue-oaPrP(ARR)-3 zur 
Weiterbearbeitung ausgewählt. Der Vektor pBlue-oaPrP(ARR)-3 wurde mit XhoI und 
XbaI geschnitten, der Verdau gelelektrophoretisch aufgetrennt, das Prnp-Fragment aus 
dem Gel eluiert und in die XhoI- und XbaI-Schnittstellen des pCIneo-Vektors ligiert. 
Das gereinigte Ligationsprodukt wurde in E. coli DH5α transformiert und positive 
Transformanten nach Mini-Präparation durch einen Restriktionsverdau identifiziert. Der 




Der Prnp-ORF des syrischen Goldhamsters (Mesocricetus auratus, Genbank-Nummer 
M14054) wurde von genomischer DNS aus Hirngewebe durch PCR mit der Taq-
Polymerase und den Primern maHindIII-5’ und maBamHI-3’ amplifiziert. Dadurch 
wurde im 5’-Ende eine HindIII- und im 3’-Ende eine BamHI-Schnittstelle erzeugt. Das 
PCR-Produkt (806 bp) wurde mit HindIII- und BamHI verdaut, der Restriktionsansatz 
gelelektrophoretisch aufgetrennt, das Fragment aus dem Gel eluiert und in die HindIII- 
und BamHI-Schnittstellen des pBluescript-SK(-)-Vektors ligiert. Der gereinigte 
Ligtionsansatz wurde in E. coli DH5α transformiert und positive Klone nach Mini-
Präparation durch Restriktionsanalyse mit HindIII und BamHI identifiziert. Nach 
Kontrolle der Basenabfolge des Prnp-Inserts durch Sequenzanalyse mit den Primern 
Uni(-21)-800, Rev(-29)-700, T7-800, T3-700, cgG6147-800 und G6146-700 wurde der 
Klon pCI-maPrP-7-7 zur Weiterbearbeitung ausgewählt. Dessen Prnp-Insert wurde mit 
XhoI und XbaI ausgeschnitten, der Restriktionsansatz gelelektrophoretisch aufgetrennt, 
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das entstandene Prnp-Fragment aus dem Gel eluiert und in die XhoI- und XbaI-
Schnittstellen des pCIneo-Vektors ligiert. Der gereinigte Ligationsansatz wurde in 
E. coli DH5α transformiert und der Klon pCI-maPrP-7-7 durch Restriktionsanalyse der 




Zur Erstellung des Expressionsvektors mit induzierbarem Prnp-Gen der Rötelmaus 
(Clethrionomys glareolus, Genbank-Nummer AF367624) wurde zunächst der Prnp-
ORF der Rötelmaus mit EcoRI und XbaI aus dem Zwischenvektor pGEM-cgPrP-8 
(siehe 2.2.2.12.) geschnitten, der Verdau gelelektrophoretisch aufgetrennt, das 
entstehende Fragment aus dem Gel eluiert und in die EcoRI und XbaI-Schnittstellen des 
pTRE-Vektors ligiert. Der gereinigte Ligationsansatz wurde in E. coli DH5α 
transformiert, der Klon pTRE-cgPrP-8-2 durch einen Verdau der Mini-Präparationen 





Zur Erstellung eines Expressionsvektors mit dem Prionprotein vom Hamster 
(Mesocricetus auratus, Genbank-Nummer M14054) für die Expression in Bakterien 
(rPrP) wurde durch eine Taq-PCR von genomischer DNS der Prnp-ORF ohne die für 
die ER- und die GPI-Anker-Signalsequenz kodierenden Sequenzbereiche mit den 
Primern maRekNdeI-5’ und maRekBamHI-3’ amplifiziert, wodurch im 5’-Ende des 
PCR-Produktes (654 bp) eine NdeI- und im 3’-Ende eine BamHI-Schnittstelle generiert 
wurde. Das PCR-Produkt wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt, aus dem Gel eluiert, 
in den pGEM-T Easy-Vektor ligiert („TA-Klonierung“) und der gereinigte 
Ligationsansatz in E. coli DH5α transformiert. Durch Restriktionsverdau von Mini-
Präparationen und Sequenzierung mit den Primern T7-800, cg6147-800, SP6-700, 
rev-700 und 6146-700 der Klon pGEM-maRekPrP-5 erhalten. Dieser Zwischenvektor 
wurde mit den Restriktionsenzymen NdeI und BamHI geschnitten und nach 
gelelektrophoretischer Auftrennung mit anschließender Elution des Prnp-Fragments in 
die NdeI und BamHI-Schnittstellen des pET17b-Vektors ligiert. Der Ligationsansatz 
wurde gereinigt, in E. coli DH5α transformiert und positive Klone durch 
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Restriktionsanalyse von Mini-Präparationen identifiziert. Der Klon pET-maRekPrP-5-8 
wurde zur Transformation des E. coli-Expressionsstamms BL21(DE3)ril verwendet. 
 
2.2.2.12. Expressionsvektoren mit mutierten Prnp-Genen 
 
Zur Erstellung der Expressionsvektoren mit mutierten Prnp-Genen der Rötelmaus 
wurde zunächst der Prnp-ORF der Rötelmaus (Clethrionomys glareolus, Genbank-
Nummer AF367624) durch Taq-PCR mit den degenerierten Primern cgEcoRI-5’ und 
cgXbaI-3’ von dem Expressionsvektor pCI-cgPrP-6-10 amplifiziert. Das PCR-Produkt 
wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt, aus dem Gel eluiert und in den pGEM-T Easy-
Vektor ligiert („TA-Klonierung“). Der gereinigte Ligationsansatz wurde in E. coli 
DH5α transformiert und positive Transformanten durch Restriktionsanalyse nach Mini-
Präparation identifiziert. Die Richtigkeit der Sequenz des Inserts wurde durch 
Sequenzierung (MWG Biotech, Ebersberg) mit den Primern T7, M13rev(-29), cgG6147 
und G6146 überprüft. Für die Mutagenese wurde der Klon pGEM-cgPrP-8 verwendet, 
welcher im terminalen 3’-Bereich die Sequenz 5’-ATA GTG GGA TGA-3’ aufweist. 
Dies entspricht den C-terminalen Aminosäuren I253, V254 und G255 aus dem GPI-
Signalpeptid, welches im reifen Prionprotein abgespalten wird. Die Sequenz des Prnp-
ORFs im pGEM-cgPrP-8-Vektor wurde durch eine Mutagenese-PCR mit geeigneten 
Primern (siehe 2.2.2.4.) verändert. Die durch Mutagenese-PCR erhaltenen Klone 
wurden durch Restriktionsanalyse und anschließender Sequenzierung (MWG Biotech, 
Ebersberg) mit den Primern T7, M13rev(-29), cgG6147 und G6146 überprüft. Es 
wurden Stammkulturen angelegt, Midi-Präparationen durchgeführt und die erhaltene 




Für den Austausch von Methionin gegen Isoleucin an Codon 109 (M109I) wurde vom 
pGEM-cgPrP-8 eine Mutagenese-PCR mit den Primern cgM109I-for und cgM109I-rev 
durchgeführt (siehe 2.2.2.4.), die an Basenposition 327 den Austausch 325ATG  
325ATC verursacht, was den Austausch Methionin gegen Isoleucin an Position 109 im 
Prionprotein zur Folge hat. Des Weiteren wurde durch die Mutagenese-PCR noch eine 
stille Mutation an Basenposition 333 eingefügt (331CAT GTG  331CAC GTG), welche 
eine neue Schnittstelle für PmlI erzeugt. Das gereinigte PCR-Produkt wurde mit DpnI 
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verdaut und nach erneuter Aufreinigung in E. coli DH5α transformiert. Positive Klone 
mit mutierter DNS-Sequenz wurden nach einer Mini-Präparation durch das veränderte 
Fragmentmuster in der Restriktionsanalyse mit EcoRI und PmlI erkenntlich und zur 
Sequenzierung ausgewählt. Der so erhaltene Zwischenvektor pGEM-cgPrPM109I-3 
wurde mit EcoRI und XbaI geschnitten, der Verdau gelelektrophoretisch aufgetrennt, 
das entstandene Fragment eluiert und in die EcoRI- und XbaI-Schnittstellen des pCIneo-
Vektors ligiert. Der gereinigte Ligationsansatz wurde in E. coli DH5α transformiert und 
positive Klone nach Mini-Präparation durch Restriktionsanalyse identifiziert. Der 




Um an Codon 109 des Prionproteins den Aminosäuren-Austausch Methionin gegen 
Leucin (M109L) zu erzeugen, wurde vom pGEM-cgPrP-8 eine Mutagenese-PCR mit 
den Primern cgM109L-for und cgM109L-rev durchgeführt (siehe 2.2.2.4.), die an 
Basenposition 325 den Austausch 325ATG  325CTG verursacht. Durch diese 
Mutagenese-PCR wurde außerdem noch eine stille Mutation an Basenposition 
333 eingefügt (331CAT GTG  331CAC GTG), welche eine neue Schnittstelle für PmlI 
erzeugt. Das Produkt der PCR wurde gereinigt, mit DpnI verdaut und nach erneuter 
Aufreinigung in E. coli DH5α transformiert. Positive Klone mit mutierter DNS-Sequenz 
wurden durch das veränderte Fragmentmuster im Restriktionsverdau mit EcoRI und 
PmlI nach Mini-Präparation der DNS erkenntlich und zur Sequenzierung ausgewählt. 
Der so erhaltene Zwischenvektor pGEM-cgPrPM109L-1 wurde mit EcoRI und XbaI 
geschnitten, der Verdau gelelektrophoretisch aufgetrennt, das entstandene Fragment 
eluiert und in die EcoRI- und XbaI-Schnittstellen des pCIneo-Vektors ligiert. Der 
Ligationsansatz wurde erneut gereinigt, in E. coli DH5α transformiert und positive 
Klone nach Mini-Präparation durch Restriktionsanalyse identifiziert. Der Vektor pCI-




Zur Einführung des Aminosäuren-Austausches Asparagin gegen Tyrosin an Codon 155 
des Prionproteins (N155Y) wurde vom pGEM-cgPrP-8 eine Mutagenese-PCR mit den 
Primern cgN155Y-for und cgN155Y-rev durchgeführt (siehe 2.2.2.4.), die an 
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Basenposition 463 den Austausch 463AAC  463TAC verursacht. Des Weiteren wurde 
dadurch noch eine stille Mutation an Basenposition 468 eingefügt (467GG TAC C  
467GC TAC C), welche eine Schnittstelle für KpnI entfernt. Das gereinigte PCR-Produkt 
wurde mit DpnI verdaut und nach erneuter Aufreinigung in E. coli DH5α transformiert. 
Positive Klone mit mutierter DNS-Sequenz wurden nach einer Mini-Präparation durch 
Restriktionsanalyse identifiziert und zur Sequenzierung ausgewählt. Der so erhaltene 
Zwischenvektor pGEM-cgPrPN155Y-4 wurde mit EcoRI und XbaI geschnitten, der 
Verdau gelelektrophoretisch aufgetrennt, das entstandene Fragment eluiert und in die 
EcoRI- und XbaI-Schnittstellen des pCIneo-Vektors ligiert. Der gereinigte 
Ligationsansatz wurde in E. coli DH5α transformiert und positive Klone nach Mini-
Präparation durch das veränderte Restriktionsmuster nach einem Verdau mit EcoRI und 





Um den Aminosäuren-Austausch Asparagin gegen Serin an Codon 170 des 
Prionproteins der Rötelmaus zu erzeugen (N170S) wurde vom pGEM-cgPrP-8 eine 
Mutagenese-PCR mit den Primern cgN170S-for und cgN170S-rev durchgeführt (siehe 
2.2.2.4.), die an Basenposition 509 den Austausch 508AAC  508AGC verursacht. 
Außerdem wurde durch die Mutagenese-PCR noch eine stille Mutation an 
Basenposition 528 erzeugt (526GTG CAC  526GTA CAC), welche eine Schnittstelle 
für ApaLI entfernt. Das PCR-Produkt wurde gereinigt, mit DpnI verdaut und nach 
erneuter Aufreinigung in E. coli DH5α transformiert. Klone deren DNS-Sequenz durch 
die PCR verändert wurde, wurden nach einer Mini-Präparation durch das veränderte 
Restriktionsmuster nach einem Verdau mit EcoRI und ApaLI identifiziert und zur 
Sequenzierung ausgewählt. Der Vektor pGEM-cgPrPN170S-2 wurde nach diesen 
Kriterien ausgewählt, mit EcoRI und XbaI geschnitten, der Verdau gelelektrophoretisch 
aufgetrennt, das entstandene Fragment eluiert und in die EcoRI- und XbaI-Schnittstellen 
des pCIneo-Vektors ligiert. Der gereinigte Ligationsansatz wurde in E. coli DH5α 
transformiert und positive Klone nach Mini-Präparation durch einen Restriktionsverdau 






Zur Einführung der zwei Mutationen für die Veränderung der Aminosäuresequenz an 
Codon 155 (Asparagin gegen Tyrosin, N155Y) und an Position 170 des Prionproteins 
(Asparagin gegen Serin, N170S) wurde vom pGEM-cgPrPN170S-2 eine Mutagenese-
PCR mit den Primern cgN155Y-for und cgN155Y-rev durchgeführt (siehe 2.2.2.4.), die 
an Basenposition 463 den Austausch 463AAC  463TAC verursacht. Des Weiteren 
wurde dadurch noch eine stille Mutation an Basenposition 468 eingefügt (467GG TAC C 
 
467GC TAC C), welche eine Schnittstelle für KpnI entfernt. Das gereinigte PCR-
Produkt wurde mit DpnI verdaut und nach erneuter Aufreinigung in E. coli DH5α 
transformiert. Positive Klone mit mutierter DNS-Sequenz wurden nach einer Mini-
Präparation durch Restriktionsanalyse identifiziert und zur Sequenzierung ausgewählt. 
Der so erhaltene Zwischenvektor pGEM-cgPrPN155Y-N170S-2 wurde mit EcoRI und 
XbaI geschnitten, der Verdau gelelektrophoretisch aufgetrennt, das entstandene 
Fragment eluiert und in die EcoRI- und XbaI-Schnittstellen des pCIneo-Vektors ligiert. 
Der gereinigte Ligationsansatz wurde in E. coli DH5α transformiert und positive Klone 
nach Mini-Präparation durch das veränderte Restriktionsmuster nach einem Verdau mit 
EcoRI, KpnI und ApaLI identifiziert. Der Vektor pCI-cgPrPN155Y-N170S-2-1 wurde 




Um den Aminosäure-Austausch Glutamat gegen Aspartat an Codon 227 des 
Prionproteins (E227D) zu erzeugen, wurde vom pGEM-cgPrP-8 eine Mutagenese-PCR 
mit den Primern cgE227D-for und cgE227D-rev durchgeführt (siehe 2.2.2.4.), die an 
Basenposition 681 den Austausch 679GAA  679GAC hervorruft. Des Weiteren wurde 
durch die PCR noch eine stille Mutation an Basenposition 696 eingefügt (692CC CGC G 
 
692CC CGG G), welche eine neue Schnittstelle für XmaI erzeugt. Das gereinigte 
PCR-Produkt wurde mit DpnI verdaut, der Verdau aufgereinigt und in E. coli DH5α 
transformiert. Positive Klone mit mutierter DNS-Sequenz wurden nach einer Mini-
Präparation durch das veränderte Restriktionsmuster nach einem Verdau mit EcoRI und 
XmaI identifiziert und zur Sequenzierung ausgewählt. Der so erhaltene Vektor pGEM-
cgPrPE227D-1 wurde mit EcoRI und XbaI geschnitten, der Verdau gelelektrophoretisch 
aufgetrennt, das entstandene Fragment eluiert und in die EcoRI- und XbaI-Schnittstellen 
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des pCIneo-Vektors ligiert. Der gereinigte Ligationsansatz wurde in E. coli DH5α 
transformiert und positive Klone nach Mini-Präparation durch Restriktionsanalyse 
identifiziert. Zur Transfektion von Säugerzellen wurde der Vektor pCI-cgPrPE227D-1-5 
verwendet. 
 
2.2.3. Methoden zur Arbeit mit Säugerzellkulturen 
 
2.2.3.1. Allgemeine Kultivierungsbedingungen 
 
Adhärente Kaninchen-Nierenepithelzellen (RK13) (McCarthy et al., 1963) wurden 
unter sterilen Bedingungen in DMEM (4,5 g/l Glucose, ohne Glutamin), welchem 
Penicillin und Streptomycin (Pen/Strep) und Glutamax (Invitrogen, Karlsruhe) in der 
vom Hersteller empfohlenen Endkonzentration sowie 10 % (v/v) FBS (Pan Biotech, 
Aidenbach) beigemengt wurde, in 80 cm2 Flaschen (Nunc, Wiesbaden) im Brutschrank 
bei 37°C mit 5 % CO2 kultiviert. Stabile Zellklone wurden wöchentlich mit auf 37°C 
vorgewärmten DPBS (Pan Biotech, Aidenbach) gewaschen und mit 2× Trypsin-Lösung 
(Invitrogen, Karlsruhe) von der Kulturschale abgelöst und 1:5 zur Weiterkultivierung in 
warmen DMEM (mit Pen/Strep, Glutamax und 10 % FBS) aufgenommen. Stabile 
Klone von konstitutiv PrP-exprimierenden RK13-Zellen (McCarthy et al., 1963) 
wurden mit 0,5 mg/ml Hygromycin B (Roche, Mannheim) kultiviert. Stabile Klone von 
induzierbar PrP-exprimierenden RK13-Zellen wurden mit 5 µg/ml Puromycin kultiviert, 
wobei zur Induktion der Expression  4 µg/ml Doxycyclin dem Medium zugesetzt 
wurden. 
Die Zellkulturen wurden regelmäßig auf das Vorhandensein von Mycoplasmen getestet, 
wozu das PCR Mycoplasma Test Kit (AppliChem, Darmstadt) nach den Angaben des 
Herstellers verwendet wurde. Kontaminierte Kulturen wurden verworfen. 
 
2.2.3.2. Erzeugung stabiler Klone 
 
Zur Erzeugung stabiler Klone von konstitutiv PrP-exprimierenden RK13-Zellen wurden 
trypsinierte Zellen in eine 56,7 cm2 Schale (Nunc, Wiesbaden) überführt und bis zu 
einer Konfluenz von 80-90 % kultiviert. 6 µg Expressionsplasmid (pCIneo-Derivate, 
siehe 2.2.2.11. und 2.2.2.12.) und 2 µg Resistenzplasmid (pHA58) wurden in 500 µl 
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DMEM ohne FBS, Pen/Strep und Glutamax aufgenommen und mit 20 µl in 500 µl 
DMEM ohne FBS, Pen/Strep und Glutamax verdünntem Lipofectamine 2000 
(Invitrogen, Karlsruhe) vermengt. Nach 20 min Inkubation bei RT wurde der 
Transfektionsansatz auf die Zellen gegeben, welche vorher mit DPBS gewaschen und 
mit Pen/Strep-freiem Medium überschichtet wurden. Nach 6 Stunden wurden das 
Transfektionsmedium von den Zellen abgenommen, mit DPBS gewaschen und frisches 
DMEM mit 10 % FBS und Glutamax (ohne Pen/Strep) auf die Zellen gegeben. Nach 
weiteren 42 Stunden wurden durch die Zugabe von Hygromycin B (Roche, Mannheim) 
Selektionsbedingungen (1 mg/ml Hygromycin) eingestellt. Unter regelmäßigem 
Wechsel des Hygromycin-haltigen Mediums wurden Antibiotika-resistente Kolonien 
herangezogen. Um stabil PrP-exprimierende Zellklone zu erhalten, wurden die 
Antibiotika-resistenten Kolonien mit Trypsin von der Kulturschale gelöst (siehe 
2.2.3.1.), mit DMEM mit 10 % FBS, Pen/Strep und Glutamax verdünnt und auf 96well-
Kulturplatten (Nunc, Wiesbaden) vereinzelt. Die Hygromycin-resistenten Klone wurden 
von den 96well-Kulturplatten auf 21,5 cm2 (Nunc, Wiesbaden) überführt, im Dot Blot 
auf ihre Expression des Prionproteins getestet und die dadurch identifizierten PrP-
exprimierenden Klone zusätzlich im Western Blot analysiert. Ein geeigneter Klon 
wurde zur permanenten Kultivierung ausgewählt und die restlichen Klone zur 
Konservierung eingefroren (siehe 2.2.3.3.). Die unten gelisteten Klone wurden für die 
durchgeführten Experimente verwendet.  
Zur Erzeugung stabiler Klone von RK13-Zellen zur Doxycyclin-induzierten Expression 
von PrP wurden RK13-Zellen wie für die konstitiv exprimierenden Klone bis zu einer 
Konfluenz von 80-90 % kultiviert. 4 µg Expressionsplasmid (pTRE-Derivate, siehe 
2.2.2.11.6.), 2 µg des für den Tetracyclin-Transaktivator kodierenden pTet-on und 2 µg 
Resistenzplasmid (pSR2) wurden in 500 µl DMEM ohne FBS, Pen/Strep und Glutamax 
aufgenommen und nach dem oben beschriebenen Protokol für die Transfektion mit 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Karlsruhe) fortgefahren. Die Zellen wurden mit 
Puromycin (10 µg/ml) selektioniert und es wurden, wie für die konstitutiv 
exprimierenden Zellen, Einzelklone erstellt. Das PrP-Expressionsniveau der Klone 
wurde durch Dot Blot- und Western Blot-Analyse der Lysate von mit Doxycyclin 









RK btPrP pHA VIC4 
RK cgPrP pHA IIIB2 
RK cgPrPE227D pHA II16 
RK cgPrPM109I pHA III35 
RK cgPrPM109L pHA II20 
RK cgPrPN155Y pHA I7 
RK cgPrPN155Y-N170S pHA II14 
RK cgPrPN170S pHA I3 
RK cgPrP-Tet IIC1 
RK maPrP pHA III29 
RK mmPrP pHA III34 
RK oaPrP ARQ pHA VIB3 
RK oaPrPARR pHA IV48 
RK13 - 
 
2.2.3.3. Einfrieren und Auftauen von Säugerzellen 
 
Zur dauerhaften Konservierung von RK13-Zellen wurden die entsprechenden Zell-
Linien in eine 56,7 cm2 Kulturschale (Nunc, Wiesbaden) ausgesäet und bis zu einer 
Konfluenz von 100 % kultiviert. Diese wurden dann mit DPBS gewaschen, mit 2×-
Trypsin von der Kulturschale gelöst, in ein steriles 15 ml Schraubdeckelgefäß überführt 
und mit 500 upm für 5 min bei RT in einer pelletiert (Zentrifugen-Typ 5810R, 
Eppendorf, Hamburg). Das Pellet wurde in 1,8 ml FBS mit 10 % DMSO (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) resuspendiert, in ein steriles 2 ml Kryo-Gefäß (Nunc, Wiesbaden) 
umgefüllt und die Zellsuspension mit Hilfe eines Isopropanol-Gefriergefäßes (Nunc, 
Wiesbaden) langsam auf -80°C abgekühlt. Die gefrorenen Zellen wurden im 
Stickstofftank bei -120°C gelagert. 
Zum Auftauen von gefrorener Zellen wurden diese zügig auf 37°C erwärmt und in eine 
80 cm2 Kulturflasche (Nunc, Wiesbaden) mit 10 ml DMEM (10 % FBS, Pen/Strep, 
Glutamax) überführt. Nach 24 Stunden wurde das Kulturmedium gewechselt, um das 
aus dem Einfrier-Medium stammende DMSO zu entfernen. 
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2.2.3.4. Proteinmarkierung mit 35S 
 
Zur Markierung von zellulären Proteinen mit radioaktivem Schwefel (35S) wurden 
Säugerzellen in 21,5 cm2 Schalen auf eine Konfluenz von 90 % Konfluenz kultiviert, 
mit DPBS gewaschen und mit 1,5 ml Minimal-Medium überschichtet. Zur Erzeugung 
von deglykosylierten Proteinen wurden dem Minimal-Medium 4 µl einer Tunicamycin-
Lösung (10 mg/ml in DMSO) beigefügt. Nach einer Inkubation für 1 Stunde im 
Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 wurden 25 µl  (0,35 mCi) Redivue-Promix 
(Amersham Biosciences, Freiburg) beigefügt und für 5 Stunden bei 37°C und 5 % CO2 
inkubiert. Die Zellen wurden anschließend mit vorgewärmten DPBS gewaschen, lysiert 
(siehe 2.2.4.8.) und aus den Lysaten durch Immunprezipation (siehe 2.2.4.9.) PrPC 
aufgereinigt. 
 






Die Bestimmung der Protein-Konzentration von Zell-Lysaten wurde durch eine 
modifizierte Methode von Bradford (Bradford, 1976) ermittelt. Dazu wurden 1 µl der zu 
analysierenden Protein-Lösung mit 200 µl Bradford-Reagenz (Bio-Rad, München) und 
799 µl H2O vermischt, für 5 min bei RT inkubiert und die Absorption bei einer 
Wellenlänge von 595 nm in einem Spectrophotometer Typ Ultrospec 3000 (Amersham 
Biosciences, Freiburg) fotometrisch bestimmt. Die Proteinkonzentration konnte 
anschließend anhand einer Eichkurve aus definierten BSA-Konzentrationen ermittelt 




Aufgrund der Interferenz des in der Aufreinigung von PrPSc verwendeten Detergenz 
Zwittergent Sulfobetaine 3-14 (Calbiochem, Schwalbach) im Bradford-Assay wurde zur 
Bestimmung der Konzentration von aufgereinigten PrPSc-Lösungen eine modifizierte 
Methode von Lowry et al. (Lowry et al., 1951; Smith et al., 1985; Brown et al., 1989) 
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verwendet. Dazu wurden die Proben mit 1 ml Arbeitslösung des „Bicinchoninic acid“ 
(BCA) Kits (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) versehen, nach den Angaben des Herstellers 
prozessiert und bei 562 nm in einem Spectrophotometer Typ Ultrospec 3000 




Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde eine 
diskontinuierliche, denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
(Laemmli, 1970) durchgeführt. Es wurden dafür Gelelektrophorese-Apparaturen für 
10 × 10 cm2 große Gele Typ Owl P8DS (VWR, Ismaning) verwendet, wobei 1/4 der 
Gel-Länge aus dem Sammelgel und 3/4 aus dem Trenngel bestand. Es wurden 
Trenngele mit 15 % und 10 % mit Acrylamid / Bisacrylamid-Lösung (Bio-Rad, 
München) erstellt. 
Nach dem Gießen des Trenngels wurde die Trenngellösung mit Isopropanol 
überschichtet und 30 min zur Polymerisierung bei RT stehengelassen. Anschließend 
wurde das Isopropanol entfernt, die Sammelgellösung auf das Trenngel gegossen und 
der Kamm positioniert. Die Proteinproben wurden mit 5× Proteinprobenpuffer versetzt, 
10 min bei 99°C aufgekocht und nach Abkühlung zusammen mit einem 
Molekulargewichtsstandard „Prestained SDS-PAGE standard – broad range“ (Bio-Rad, 
München) auf das Gel aufgetragen. Der Einlauf der Proben durch das Sammelgel in das 
Trenngel wurde durch Anlegen einer Spannung von 80 V für 40 min erreicht, wonach 
die Spannung für die Auftrennung der Proteine im Trenngel auf 140 V erhöht wurde. 
 
2.2.4.3. Western Blot-Analyse 
 
Um Proteine immunochemisch nachzuweisen, wurden eine SDS-PAGE durchgeführt 
und die aufgetrennten Proteine durch eine Elektroelution im „semi-dry“-Verfahren 
(Towbin et al., 1979; Kyhse-Andersen, 1984) auf immobilisierende Immobilon-P 
PVDF-Membranen (Millipore, Eschborn) übertragen. 
Dazu wurde die mit Methanol aktivierte Membran (7 × 9 cm), das SDS-
Polyacrylamidgel ohne Trenngel, sowie vier an die Größe der Membran angepasste 
GB 004 Gel-Blotting-Papiere (VWR, Ismaning) in Blotting-Puffer equilibriert, in der 
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Reihenfolge Blotting-Papiere (2×), Membran, SDS-Gel und Filterpapiere (2×) 
luftblasenfrei in eine Semiphor Transphor Blot-Apparatur (Amersham Biosciences, 
Freiburg) auf die Anoden-Platte gelegt, mit der Katoden-Platte abgedeckt und der 
Transfer für 1,5 h bei einer Stromstärke von 0,8 mA/cm2 Gelfläche durchgeführt. Nach 
dem Proteintransfer auf die PVDF-Membran wurden die unspezifischen 
Bindungsstellen durch Inkubation der Membran in Block-Puffer unter ständigem 
Schwenken für 1 h bei RT abgesättigt. Anschließend wurde die Membran in einer 
Lösung des in PBST-verdünnten Anti-PrP-Antikörpers über Nacht bei 4°C geschwenkt, 
zweimal für 30 min in PBST gewaschen, für 1 h in einer Lösung des in PBST-
verdünnten Sekundär-Antikörpers geschwenkt, wieder zweimal für 30 min in PBST 
gewaschen und abschließend für 5 min in Chemilumineszenz-(CLZ)-Puffer inkubiert. 
Der CLZ-Puffer wurde abgegossen, Puffer-Reste durch Abtupfen mit Zellstoff von der 
Membran entfernt und 0,5 ml CDP-Star Substrat-Lösung (Roche, Mannheim) auf die 
Membran getropft. Die Membran wurde dann mit Klarsichtfolie umhüllt, in einer 
Entwicklungskassette mit verschiedenen Expositionszeiten auf einen Hyperfilm ECL 
(Amersham Biosciences, Freiburg) aufgelegt und in einer Entwicklungsmaschine 
Optimax Typ TR (MS Laborgeräte, Wiesloch) entwickelt. 
Für den immunochemischen Nachweis der Proteine direkt auf der Membran wurde die 
Membran in 10 ml Alkalische Phosphatase-(AP)-Puffer gelegt und 45 µl NBT- und 
35 µl BCIP-Lösung zugegeben. Die Reaktion wurde nach Erreichen einer adäquaten 
Proteinbandenintensität durch Spülen mit großen Mengen H2O abgestoppt. 
 
2.2.4.4. Dot Blot-Analyse 
 
Zur Identifizierung PrP-exprimierender Klone bei der stabilen Transfektion von 
Säugerzellen (siehe 2.2.3.2.) wurden neben der Western Blot- auch eine Dot Blot-
Analyse durchgeführt.  Dazu wurde ein geeignetes Stück Nitrozellulosemembran (Bio-
Rad, München) für 10 min in TBS-Puffer eingeweicht und nach den Angaben des 
Herstellers in die „Bio-Dot Microfiltration“ Apparatur (Bio-Rad, München) eingebaut, 
wobei freie Probenkammern mit Parafilm abgedichtet wurden. Die entsprechende 
Anzahl an Probenkammern wurde mit 100 µl TBS-Puffer befüllt, welcher durch das 
Anlegen von Vakuum durch die Membran gesogen wurde, ohne jedoch die Membran 
vollständig auszutrocknen. Anschließend wurden 25 µl Zell-Lysat eingefüllt, für 5 min 
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Vakuum angelegt, 100 µl TBS-Puffer in die Probenkammern gegeben und erneut für 
5 min Vakuum angelegt. Die Apparatur wurde nach den Angaben des Herstellers 
auseinander gebaut, die Membran für 1 h bei RT unter Schütteln (700 upm) in Block-
Puffer gegeben und für die weitere Durchführung wie bei der Western Blot-Analyse 
verfahren (siehe 2.2.4.3.).      
 
2.2.4.5. Färbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen 
 
Zur Visualisierung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen wurde für Proteinmengen 
von 0,1-5 µg die auf dem Colloidal Coomassie Brilliant Blue (Roth, Karlsruhe) 
beruhende Methode nach Neuhoff et al. (Neuhoff et al., 1988) angewandt. Für 
Proteinmengen im Bereich von 1-100 ng wurde eine Silber-Färbung nach einem 





In der Regel wurden die denaturierenden Polyacrylamidgele für ca. 30 min in 
Coomassie-Färbelösung bei Raumtemperatur unter Schütteln inkubiert. Zur Entfärbung 
wurde das Gel für mehrere Stunden in Entfärber gegeben und unter mehrmaligem 
Wechsel des Entfärbers bis zu dem gewünschten Färbegrad entfärbt. Für die Färbung 
von Polyacrylamidgelen deren aufgetrennte Proteine noch für Massenspektrometrische 




Für die Silber-Färbung von SDS-Polyacrylamidgelen wurden die Gele nach der 
Elektrophorese für 1 h in Fixierlösung geschwenkt, 3× 20 min mit Waschlösung 
gewaschen, anschließend 1 min in Vorbehandlungs-(VB)-Lösung inkubiert, 3× 20 s mit 
H2O gespült, für 20 min in Imprägnierlösung geschwenkt, erneut 3× 20 s mit H2O 
gespült und unter Beobachtung durch Inkubation in Entwickler die Färbungsreaktion 
gestartet. Die Färbezeiten betrugen ungefähr 10 min und wurden bei ausreichender 
Färbung durch Schwenken der Gele für 10 min in Stoplösung abgebrochen. 
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Abschließend wurden die Gele für 20 min in Waschlösung gelegt und in H2O mit 20 % 
Glycerin gelagert.  
 
2.2.4.6. Proteolytischer Abbau von Proteinen mit Proteinase K 
 
Zum Nachweis der protease-resistenten Form des Prionproteins wurden die zu 
untersuchenden Proben mit Proteinase K (PK) verdaut. In der Regel wurde dafür eine 
PK-Konzentration von 100 µg/ml eingestellt und die Ansätze für eine Stunde bei 37°C 
inkubiert. Der PK-Verdau wurde entweder durch Zugabe geeigneter Mengen PefaBloc 
Protease-Inhibitor (Roche, Mannheim) oder durch Aufkochen der Proben in SDS-
PAGE-Probenpuffer (siehe 2.2.4.2.) abgestoppt. Ansätze von in vitro 
Konversionsreaktionen mit gereinigtem PrPC und PrPSc wurden mit einer PK-
Konzentration von 20 µg/ml verdaut (siehe 2.2.5.5.). 
 
2.2.4.7. Deglykosylierung von Glykoproteinen 
 
Die Abspaltung von Asparagin-gebundenen Zuckerresten von Glykoproteinen wurde 
durch Inkubation der Proteine mit PNGase F (New England Biolabs, Frankfurt) nach 
den Angaben des Herstellers unter Verwendung der mitgelieferten Puffer durchgeführt. 
Es wurden 20-100 µg Protein mit 500 U PNGase F für 2 h bei 37°C inkubiert. 
 
2.2.4.8. Erstellung von Zell-Lysaten zur Protein-Analyse 
 
Zur Protein-Extraktion und Protein-Analyse wurden Lysate von Säugerzellkulturen 
erstellt. Dazu wurden die Zellen bis zur vollständigen Konfluenz auf 21,5 cm2 Schalen 
(Nunc, Wiesbaden) kultiviert, mit vorgewärmten DPBS (Pan Biotech, Aidenbach) 
gewaschen und mit 200 µl kaltem HL+-Puffer überschichtet, welchem vor Gebrauch 
Complete Mini (ohne EDTA) Proetase-Inhibitoren (Roche, Mannheim) in der vom 
Hersteller empfohlenen Konzentration beigemengt wurden. Die Zellen wurden 
anschließend für 15 min bei 4°C gelagert, dann mit einem Zellschaber (Nunc, 
Wiesbaden) von der Kulturschale abgelöst, in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und 
nach kurzem Vortexen für 5 min bei 4°C mit 1000 × g in einer Tischzentrifuge 
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(Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein frisches 1,5 ml 
Reaktionsgefäß überführt. 
 
2.2.4.9. Immunpräzipation von 35S-PrPC 
 
Zelluläres deglykosyliertes Prionprotein (PrPC) wurde mittels Immunpräzipation aus 
Lysaten von 35S-markierten, Tunicamycin-behandelten Zellen (siehe 2.2.4.8.) nach 
einem abgewandelten Protokoll von Caughey et al. (Caughey et al., 1999b) gewonnen. 
200 µl Zell-Lysat wurden mit 800 µl Methanol vermischt, für mindestens eine Stunde 
bei -20°C inkubiert und anschließend für 20 min bei 4°C mit 4000 × g zentrifugiert. Der 
Überstand wurde sorgfältig abgenommen und das Pellet in 500 µl DLPC-Puffer unter 
Sonifizieren mit dem Ultraschallgenerator Sonoplus HD2200-UW2200 mit 
Beschallungsbecher BR30 (Bandelin, Berlin) für 3× 20s mit 70 % Ausgangsintensität 
resuspendiert. Um den Anteil unspezifisch gebundener Proteine zu reduzieren wurden 
der Lösung 50 µl einer 50 %igen Suspension von Protein-A-Sepharose (Amersham 
Biosciences, Freiburg) zugefügt und bei 4°C für eine Stunde mit Hilfe eines Rotators 
(Neolab, Heidelberg) unter ständiger Vermischung inkubiert. Anschließend wurde die 
Protein-A-Sepharose abzetrifugiert (12000 × g, 4°C, 0,5 min), der Überstand in ein 
frisches 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und der Präzipations-Antikörper zugefügt 
(4 µl RA3153 bzw. 200 µl 3B5 Zellkultur-Überstand) und für 3 Stunden bei 4°C rotiert. 
Dem Antikörper-haltigem Lysat wurden 100 µl der 50 %igen Suspension von Protein-
A-Sepharose hinzugefügt und über Nacht bei 4°C inkubiert. Anschließend wurde die 
nun mit PrPC assoziierte  Protein-A-Sepharose abzentrifugiert (12000 × g, 4°C, 
0,5 min), in 500 µl DLPC-Puffer aufgenommen, erneut abzentrifugiert und mit 1 ml IP-
Waschpuffer resuspendiert. Die Suspension wurde 20 min bei 4°C rotiert, zentrifugiert 
und der IP-Waschpuffer gewechselt. Nach weiteren 20 min der Inkubation, wurden die 
PrPC-Protein-A-Sepharose-Komplexe pelletiert (12000 × g, 4°C, 0,5 min), in 1 ml H2O 
aufgenommen und in ein „low-binding“ Reaktiosngefäß (Eppendorf, Hamburg) 
überführt. Die Suspension wurde erneut zentrifugiert, der Überstand verworfen, das 
Pellet mit 1 ml H2O resuspendiert und wieder zentrifugiert. Der Überstand wurde 
abgenommen und Reste des Überstandes sorgfältig mit einer feinen Spritze (Hamilton, 
Martinsried) abgenommen. Das zelluläre Prionprotein wurde von der Protein-A-
Sepharose durch Inkubation mit 50 µl 0,1 M Essigsäure bei RT (30 min, 700 upm) 
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eluiert. Mit einer Hamilton-Spritze wurde das Eluat abgenommen, in ein „low-binding“ 
Reaktionsgefäß überführt und ein weiterer Elutionsschritt durchgeführt. Von den 
Eluaten wurden 4 µl mit 20 ml Rotiszint Szintillations-Cocktail (Roth, Karlsruhe) 
vermischt und die Aktivität in dem Szintillationsmessgerät TRI-CARB 2900TR (Perkin 
Elmer, Rodgau) vermessen. 
 
2.2.4.10. Aufreinigung von PrPSc 
 
Zur Aufreinigung von PrPSc wurde ein modifiziertes Protokoll nach Hope et al. (Hope et 
al., 1986) verwendet. Dazu wurde aus 2 g infiziertem Hirn mittels eines vorgekühlten 
Glashomogenisators (Schütt Labortechnik, Göttingen) mit Homogenisierungspuffer 
5 %iges Hirnhomogenat hergestellt. Ein Aliquot von 500 µl wurde für Western Blot- 
bzw. Silbergel-Analysen bei -80°C eingefroren. Das restliche Homogenat wurde in 
1,5 ml Reaktionsgefäßen aufgeteilt und in einer auf 10°C gekühlten Tischzentrifuge 
(Eppendorf, Hamburg) für 30 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Der 
Überstand wurde abgenommen und zusammengeführt. Ein Aliquot von 500 µl wurde 
für Western Blot- bzw. Silbergel-Analysen weggefroren. Der restliche Überstand wurde 
auf drei Polyallomer-Röhrchen (Science Service, Augsburg) verteilt und in einer 
Ultrazentrifuge Typ Optima LE-80K (Beckman-Coulter, Krefeld) im SW40Ti-Rotor für 
2,5 Stunden bei 10°C mit 34.800 upm zentrifugiert. Der Überstand wurde abgegossen, 
zusammengeführt, ein Aliquot von 500 µl bei -80°C eingefroren und die drei Pellets 
jeweils in 700 µl H2O resuspendiert. Das Volumen wurde auf 1,4 ml aufgefüllt und mit 
70 µl Tris-Puffer (1M Tris-HCl pH 8,0) versetzt. Dazu wurde RNase A (Roche, 
Mannheim) in einer Endkonzentration von 5 ng/µl gegeben und bei 4°C über Nacht 
inkubiert. Die RNase-verdauten Ansätze wurden jeweils auf 4,5 ml aufgefüllt, wobei 
mit geeigneten Stamm-Lösungen 0,6 M Kaliumjodid, 6 mM Natriumthiosulfat, 1 % 
Sarcosyl und 10 mM Natriumphosphat pH 8,5 eingestellt wurde. Die drei Ansätze 
wurden vereint und auf zwei frische Polyallomer-Röhrchen (Science Service, 
Augsburg) aufgeteilt, in denen 2 ml eines Sucrose-Kissens vorgelegt wurde. 
Anschließend wurden die Ansätze bei 10°C für 1,5 Stunden bei 40.000 upm mit dem 
SW40Ti-Rotor zentrifugiert (Beckman-Coulter, Krefeld). Der Überstand wurde erneut 
abgenommen und vereint, ein Aliquot von 500 µl für Western Blot- bzw. Silbergel-
Analysen abgenommen, das Pellet mit 1 ml H2O aufgenommen und in einer 
Tischzentifuge (Eppendorf, Hamburg) bei 10°C für 30 s pelletiert. Der Überstand wurde 
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verworfen und das Pellet mit Hilfe des Ultraschallgenerators Sonoplus HD2200-
UW2200 mit Beschallungsbecher BR30 (Bandelin, Berlin) für 2× 20 s bei 40 % 
Ausgangsintensität in 100 µl PBS mit 0,5 % (w/v) Zwittergent Sulfobetaine 3-14 
(Calbiochem, Schwalbach) resuspendiert und in ein 1,5 ml „low-binding“ 
Reaktionsgefäß (Eppendorf, Hamburg) überführt. 
Für die durchgeführten Experimente wurden von jedem Prion-Stamm insgesamt 8 g 
Hirn benötigt. Die erstellten PrPSc-Präparationen sind in Tabelle 9 aufgelistet. 
 
Tabelle 9: Bezeichnung der PrPSc-Isolate 
 
Organismus Prion-Stamm Herkunft Bezeichnung 
     
CL57/Bl6 Wt-Maus, Prnp-a RML ZNP (München) RML 
CL57/Bl6 Wt-Maus, Prnp-a ME7 ZNP (München) ME7 
Hamster  263K RKI (Berlin) 263K 
Rind BSE VLA (Weybridge, UK) BSE 
Rötelmaus 139A ISS (Rom, Italien) cg139A 
Rötelmaus Scrapie Italy (Ss3) ISS (Rom, Italien) cgSs3 
Rötelmaus 301C ISS (Rom, Italien) cg301C 
Rötelmaus BSE-SH ISS (Rom, Italien) cgBSE 
Schaf (ARQ/ARQ) Scrapie UK VLA (Weybridge, UK) Scrap UK 
Schaf (ARQ/ARQ) Scrapie Italy (Ss3) ISS (Rom, Italien) Scrap Italy 
 
 
Die Konzentration in den PrPSc-Präparationen wurde durch Western Blot-Analyse 
(siehe 2.2.4.3.) nach PK-Verdau und Deglykosylierung im Vergleich mit 
rekombinantem Prionprotein mit definierter Menge ermittelt. Die Gesamt-
Proteinkonzentration wurde mit der BCA-Methode vermessen und zur Kontrolle der 
Reinheit SDS-Gele mit anschließender Silberfärbung angefertigt (siehe 2.2.4.5.2.). 
 
Tabelle 10: Protein-Konzentrationen und PrPSc-Gehalt der PrPSc-Präparationen 
 
Prion Stamm Gesamt-Protein [µg/µl] PrPSc (Western Blot) [ng/µl] 
 
  
cg139A 1,2 130 
cgSs3 1,4 104 
cgBSE 0,7 113 
 61
cg301C 0,8 305 
ME7 1,2 216 
RML 0,8 - 
Scrap UK 0,7 225 
Scrap Italy 7,0 186 
BSE (Präp. I) 0,6 121 
BSE (Präp. II) 0,4 86 
263K 1,0 235 
 
2.2.4.11. Aufreinigung von rekombinantem Prionprotein 
 
Rekombinantes Prionprotein (rPrP) wurde aus in Ernte-Puffer resuspendierten 
Expressionskulturen von E. coli (siehe 2.2.1.7.) nach einem abgewandelten Protokoll 
von Liemann und Glockshuber (Liemann & Glockshuber, 1999; Giese et al., 2004) 
aufgereinigt. Nach Lyse der Zellen wurde das rPrP aus den intrazellulären 
Einschlusskörpern gelöst, durch Ionen-Austauscherchromatographie von dem Großteil 
der zellulären Proteine getrennt, oxidiert, über eine Nickel-Affinitätssäule aufgereinigt 
und abschließend in die α-helikale Form zurückgefaltet.  
Für die Lyse der Zellen wurde der Zellsuspension Benzonase (0,075 U/µl), RNase 
(0,38 µg/ml), Lysozym (1,8 mg/ml) und Triton X-100 (0,75 %) zugefügt und die Zellen 
durch Inkubation für 20 min bei 37°C unter Schütteln bei 250 upm aufgeschlossen. Das 
Lysat wurde durch Zentrifugation mit 12.000 upm bei 4°C für 25 min zentrifugiert 
(Zentrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburg), das Pellet in 15 ml kaltem Wasch-Puffer 
resuspendiert, wieder zentrifugiert (30 min, 12.000 upm, 4°C), das Pellet erneut in 
15 ml kaltem Wasch-Puffer resuspendiert und für 15 min bei 4°C mit 12.000 upm 
zentrifugiert. Das so erhaltene Pellet wurde in 10 ml kaltem Resuspensionspuffer 
aufgenommen, für 5 min zentrifugiert (4°C, 12.000 upm), der Überstand in 
Polyallomer-Röhrchen (Science Service, Augsburg) überführt und mit 35.000 upm bei 
RT für 30 min in einer Ultrazentrifuge Typ Optima LE-80K (Beckman-Coulter, 
Krefeld) im SW40Ti-Rotor zentrifugiert. Die bei diesen Resuspensionsschritten 
anfallenden Überstände wurden durch Coomassie-Färbung einer SDS-PAGE-Analyse 
auf ihren rPrP-Gehalt überprüft. 
Der durch die Ultrazentrifugation gewonnene rPrP-haltige Überstand wurde zur 
weiteren Aufreinigung einer Kationen-Austauscherchromatographie unterzogen. Dazu 
wurde eine Säule aus Fractogel EMD-SO3 (VWR, Ismaning) nach den Empfehlungen 
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des Herstellers erstellt und in eine FPLC-Einheit (Amersham Biosciences, Freiburg) 
integriert, wobei der EMD-SO3-Säule zur Vorreinigung durch Anionen-
Austauscherchromatographie noch eine Säule aus Fractogel EMD-DEAE (VWR, 
Ismaning) vorgeschaltet wurde. Die Säulen wurden mit Niedrigsalzpuffer equilibriert 
und der rPrP-haltige Überstand aus dem Zellaufschluss durch die Säulen geleitet. Die 
Elution der auf der EMD-SO3-Säule gebundenen rPrP-Moleküle erfolgte durch 
Anhebung der NaCl-Konzentration von 150 mM auf 400 mM, indem der Anteil an 
Hochsalzpuffer in der Durchflusslösung graduell von 30 % auf 80 % erhöht wurde. Das 
Eluat wurde in Fraktionen von 2 ml aufgefangen, wobei die Elution durch Messung der 
Leitfähigkeit und der Absorption bei 280 nm verfolgt wurde. Der Anteil an rPrP im 
Durchlauf und in den Eluaten wurde durch Coomassie-Färbung einer SDS-PAGE 
überprüft. 
Die rPrP-haltigen Eluate wurden zusammengeführt, mit Oxidationspuffer auf 100 ml 
aufgefüllt und für 3 h bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,1 mM 
EDTA und Absenken des pH-Wertes auf pH 7,0 abgestoppt.  
Nach der Oxidation wurde die Aufreinigung mit einer Nickel-Affinitätschromatographie 
fortgesetzt. Dazu wurde 75 %ige Chelating Sepharose Fast Flow (Amersham 
Biosciences, Freiburg) mit 0,1 M NiCl2 inkubiert, mit H2O gewaschen und mit Ni-
Äquilibrierpuffer gewaschen. Auf 2 ml vorbehandelter Sepharose wurden mit 50 mg 
rPrP gegeben, welches vorher mit 0,1 mM NiCl2 versetzt wurde. Der Ansatz wurde für 
3 h bei RT inkubiert und die Suspension in mit einer Filterplatte versehene Polyprep 
Chromatogarphiesäule (Bio-Rad, München) gegeben. Die Säule wurde dreimal mit Ni-
Waschpuffer gewaschen und das gebundene rPrP durch wiederholte Gabe von 
Elutionspuffer von der Säule gelöst. Der Durchlauf, die durchgelaufenen 
Waschlösungen und die Eluate wurden durch Coomassie-Färbung einer SDS-PAGE 
analysiert. Die rPrP-haltigen Eluate wurden zusammengefügt, durch Kationen-
Austauscherchromatographie mit einer Säule aus Fractogel EMD-SO3 (VWR, 
Ismaning) aufkonzentriert und durch langsames Verdünnen (1:50) in 10 mM MES-
Puffer pH 6,0 unter Rühren bei 4°C für 4 h zurückgefaltet. 
Das zurückgefaltete rPrP wurde anschließend mittels Centriprep YM10 (Millipore, 
Eschborn) bei 2.000 × g aufkonzentriert und dreimal gegen 0,5 Liter 2 mM MES-Puffer 
pH 6,0 dialysiert. Durch Zentrifugation für 30 min mit 17.000 upm bei 4°C wurden 
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verbleibende rPrP-Aggregate abzentifugiert, der Überstand mit einem gleichen 
Volumen Glycerin versetzt und bei -20°C gelagert. 
 
2.2.4.12. Umpufferung von rekombinantem Prionprotein 
 
Zur Markierung von rPrP mit Fluoreszenzfarbstoffen und zur Erzeugung von rPrP-
Oligomeren nach Post et al. (Post et al., 1998) wurde das nach Dialyse in 50 % Glycerin 
bei -20°C gelagerte rPrP durch Gelfiltration in 10 mM Natriumphosphat-Puffer 
überführt. Abhängig von den weiterführenden Experimenten wurde ein pH-Wert von 
pH 6,0 oder pH 7,2 eingestellt, sowie dem Puffer 0,1 % NP40 oder 0,2 % SDS 
beigefügt. Dazu wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 200 µl Sephadex G-15 
(Amersham Biosciences, Freiburg) gegeben und in 1 ml Natriumphosphat-Puffer 
aufgenommen. Von dieser Suspension wurden 800 µl in eine Microspin Mobicols Säule 
(MoBiTec, Göttingen) gegeben, dessen Ausfluß welche vorher mit einer Filterscheibe 
(35 µm Porengröße) versehen wurde. Die Säulen wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 
gestellt, für 1 min mit 700 × g bei RT zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. 
Anschließend wurden 300 µl Natriumphosphat-Puffer auf die Säule gegeben, erneut für 
1 min bei 700 × g bei RT zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Dies wurde 3× 
wiederholt und die Säule abschließend für 2 min mit 700 × g bei RT zentrifugiert. Der 
Durchfluss wurde verworfen, die rPrP-Stammlösung auf die Säule gegeben (max. 50 µl 
pro Säule) und für 2 min mit 700 × g bei RT zentrifugiert. 
 
2.2.4.13. Fluoreszenz-Markierung von rPrP 
 
Um die Aggregation von rPrP mittels Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie (FCS) zu 
untersuchen, wurden die rPrP-Moleküle mit den Fluoreszenzfarbstoffen Alexa Fluor488 
und Alexa Fluor647 (MoBiTec, Göttingen) markiert. Dabei wurde die Reaktion der als 
Succinimidylester vorliegenden Farbstoffe mit den Aminogruppen der Lysin-
Seitenketten des Proteins für die Verknüpfung ausgenutzt. 
Um die Reaktion durchführen zu können, wurden 10 µg der in 50 % Glycerin bei -20°C 
gelagerten rPrP-Stammlösung (siehe 2.2.4.11.) durch Gelfiltration in Natriumphosphat-
Puffer (10 mM, pH 6,0) mit 0,1 % NP40 umgepuffert (siehe 2.2.4.12.). Die 
umgepufferte rPrP-Lösung wurde mit 0,1× Volumen Natrium-Bicarbonatlösung (1M, 
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pH 8,3) versehen und mit geeigneten Mengen einer Verdünnung (1:10 in DMSO) der 
Farbstoffe versehen. Die Farbstoffmenge wurde dabei so gewählt, dass im Durchschnitt 
zwei Farbstoffmoleküle an ein rPrP-Molekül gebunden wurden. Die Reaktion wurde 
über Nacht bei 4°C unter Lichtausschluss durchgeführt und anschließend durch 
Zentrifugation der Ansätze durch zwei wie in 2.2.4.12. mit Natrium-Phosphatpuffer 
(10mM, pH 6,0, 0,1 % NP40) erstellte Säulen aus Sephadex G-25 (Amersham 
Biosciences, Freiburg) von freien Farbstoffmolekülen getrennt. Zur Kontrolle der 
Markierungsrate wurden 1:100 Verdünnungen in Natriumphosphat-Puffer (10 mM, pH 
7,2) mit 0,2 % SDS erstellt und eine FCS-Analyse vor und nach einem PK-Verdau 





Das Aggregationsverhalten von Fluoreszenz-markierten, rekombinanten Prionproteinen 
wurde mittels Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie (FCS) untersucht (Schwille et al., 
1997; Giese et al., 2000; Giese et al., 2004). FCS-Messungen wurden bei 
Raumtemperatur mit einem Insight Reader (Evotec OAI, Hamburg) in mit einem 
Glasboden versehenen 96well-Platten (Evotec OAI, Hamburg) in einem 
Reaktionsvolumen von 20-30 µl durchgeführt. Zur Anregung der mit den 
Fluoreszenzfarbstoffen Alexa488 und Alexa647 markierten rPrP-Moleküle (siehe 
2.2.4.13.) wurden zwei Laser mit den Wellenlängen 488 nm und 633 nm durch ein 
40× Objektiv in das Probevolumen fokussiert. Die Anregungsleistung betrug dabei 
200 µW bei 488 nm und 300 µW bei 633 nm. Die Messzeit lag in der Regel zwischen 
10 und 20 s. Bei Messungen mit “Beamscanner” wurde im Probenvolumen eine Strecke 
von 100 µm mit 50 Hz auf einer Länge von 2000 µm von den Lasern gescannt. Das von 
den markierten rPrP-Molekülen emittierte Licht wurde durch eine entsprechende Optik 
mit einer Blende von 70 µm auf zwei Photonen-Detektoren geleitet. Die so erhaltenen 






2.2.4.15. Kovalente Vernetzung von PrP-Aggregaten 
 
Um Aggregate des Prionproteins kovalent zu verknüpfen, wurde eine foto-induzierte 
Vernetzungsmethode abgewandelt nach Fancy und Kodadek (Fancy & Kodadek, 1999) 
angewendet. Die zu vernetzenden Proben (20-500 µl) wurden dazu bei reduziertem 
Raumlicht in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt und eine geeignete Konzentration an 
Ruthenium-Bipyridylchlorid (Ru(bpy)) und Ammonium Persulfat (APS) eingestellt. Die 
Ansätze wurden anschließend bis zum Deckelrand durch eine kreisförmige Öffnung 
(1 cm Durchmesser) in den Innenraum einer mit Aluminiumfolie ausgekleideten 
Pappschachtel (10 × 14 × 5 cm3) geschoben, welche in 5 cm Entfernung von der Probe 
mit einer Öffnung von 2 cm Durchmesser versehen war. Durch diese Öffnung wurde die 
Probe mit einem Fotoblitz Mecablitz 32CT3 (Metz, Zirndorf) 1-10× belichtet, wobei 
Neutralfilter (Linos, München) mit unterschiedlicher Durchlässigkeit (0,1 %, 1 %, 5 %, 
10 %, 20 %, 50 % und 100 %) zwischen Lichtquelle und Probe gebracht wurden, 
wodurch die Intensität des auf die Probe treffenden Lichts und damit der Grad an 
kovalenter Vernetzung beeinflusst werden konnte.  
Es wurden sowohl Aggregate von rPrP (in Natriumphosphat-Puffer 10 mM pH 7,2 mit 
0,01-0,2 % SDS), aufgereinigtes PrPSc (in PBS mit 0,5 % Zwittergent 
Sulfobetaine 3-14) als auch PrPSc in 10 %igem Hirnhomogenat nach dieser Methode 
vernetzt, wobei die eingestellte Konzentration von Ru(bpy) und APS abhängig von der 
Proteinkonzentration und dem gewünschten Vernetzungsgrad variierte. PrPSc in 
10 %igem Hirnhomogenat wurde durch 1:100 Verdünnung von Hirnhomogenat aus 
infizierten Hamstern mit Hirnhomogenat aus gesunden Tieren erstellt und vor der 
Vernetzung einem Zyklus PMCA unterzogen. In der Regel wurde für die Vernetzung 
von rPrP in nanomolaren Konzentrationen mit 5 µM Ru(bpy) und 100 µM APS 
gearbeitet und für die Vernetzung von gereinigtem PrPSc und rPrP in micromolaren 
Konzentrationen 0,1 mM Ru(bpy) und 2 mM APS eingestellt. Durch Variation der 
Konzentrationen von Ru(bpy) und APS sowie durch die Verwendung von Neutralfiltern 
mit unterschiedlicher Durchlässigkeit wurden die Vernetzungsbedingungen für die 
einzelnen Experimenten optimiert. 
Die Vernetzungsprodukte wurden entweder durch FCS-Messung, Western Blot-Analyse 
oder Coomassie-Färbung nach SDS-PAGE analysiert, wobei vor der Western Blot-
Analyse von vernetztem PrPSc ein PK- und PNGase-Verdau durchgeführt wurde. Das 
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Molekulargewicht der Vernetzungsprodukte wurde von Abbildungen der Western Blot-
Analyse bzw. Coomassie-Färbungen nach SDS-PAGE mit Hilfe der Software 




Zur massenspektrometrischen Analyse von vernetzten Prionprotein-Aggregaten (siehe 
2.2.4.15.) wurde eine SDS-PAGE der zu untersuchenden Proben durchgeführt und das 
Gel einer Coomassie-Färbung (Coomassie G250) unterzogen. Die dadurch sichtbaren 
Proteinbanden wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten, in 500 µl H2O überführt und 
bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert. Zur weiteren Prozessierung wurden 
die Proteine durch einen tryptischen Verdau aus der Gelbande eluiert. Dazu wurden die 
Gelbanden zweimal für 30 min bei 37°C in 200 µl H2O und anschließend zweimal für 
5 min bei 37°C in 150 µl Acetonitril (50 %) inkubiert. Die auf diese Weise 
vorbehandelten Bande wurden dann für 5 min zum Trocknen stehen gelassen, mit 2 µl 
einer 200 ng/µl Trypsin-Lösung (Promega, Mannheim) versehen und mit 50 µl 
Ammonium-Bicarbonat-Lösung überschichtet. Der Trypsin-Verdau wurde über Nacht 
bei 37°C mit 700 upm durchgeführt, wodurch die entstehenden Peptide aus dem Gel in 
die Bicarbonat-Lösung diffundierten, welche abgenommen und in ein frisches 1,5 ml 
“low binding”-Reaktionsgefäß (Eppendorf, Hamburg) überführt wurde. Die Peptid-
Lösung wurde mit Hilfe der Kationenaustauscher-Spitzen ZipTip C18 (Millipore,  
Eschborn) nach den Empfehlungen des Herstellers aufgereinigt und für die 
massenspektrometrische Analyse eingesetzt. Die massenspektrometrische Analyse 
mittels Matrix-unterstützter Laser-Desorptions-Ionisations-Flugzeitmassenspektrometrie 
(MALDI-TOF-MS) oder Elektrospray-Ionisation-Flugzeitmassenspektrometrie (ESI-
TOF-MS) wurde im Zentrallabor für Proteinanalytik (ZfP, München) durchgeführt. 
 
2.2.5. In vitro Konversionsreaktionen 
 
2.2.5.1. In vitro  Konversion durch Inkubation von Hirnhomogenat 
 
In vitro Konversionsreaktionen basierend auf der Inkubation von Hirnhomogenat 
wurden nach Lucassen et al. durchgeführt (Lucassen et al., 2003). Ähnlich wie bei der 
PMCA (siehe 2.2.5.2.) wurde dazu mit Hilfe eines Glashomogenisators (Schütt 
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Labortechnik, Göttingen) ein 10 %iges (w/v) Hirnhomogenat von Prion-infizierten und 
uninfizierten Tieren (Hamstern oder Rötelmäusen) in PBS erstellt. Bei der Erstellung 
des Hirnhomogenates der uninfizierten Tiere wurde jedoch kein Detergents verwendet. 
Bei der Erstellung des Hirnhomogenats der infizierten Tiere wurde 1 % (v/v) 
Triton X-100 hinzugegeben. Die Homogenate wurden mit 200 × g bei 4°C für 30 s 
zentrifugiert. Der Überstand wurde mit Complete Protease-Inhibitoren ohne EDTA 
(Roche, Mannheim) versehen und in Aliquots bei -80°C gelagert. Für die Reaktionen 
wurde das infizierte Hirnhomogenat in der Regel 1:50 in PBS mit 1 % (v/v) Triton 
X-100 verdünnt und dann 1:1 mit uninfiziertem Hirnhomogenat vermengt. Die 
Reaktionsansätze (Endkonzentrationen: 5 %iges Hirnhomogenat mit 0,5 % Triton 
X-100) wurden in 50-100 µl Aliquots für 16 h bei 37°C unter Schütteln (300 upm) 
inkubiert. Zur Auswertung wurden 20 µl der Reaktionsansätze mit Proteinase K verdaut 
(100 µg/ml) und im Western Blot analysiert. Durch den Vergleich der 
Bandenintensitäten vor und nach der Inkubationsreaktion wurde der 
Amplifikationsfaktor ermittelt (FAmp = I +Ink / I -Ink). Eine Variante dieser Reaktion ist 
die serielle Inkubationsreaktion, bei der nach 16 h Inkubation der Ansatz in 5 % 
Hirnhomogenat von gesunden Tieren mit 0,5 % Trition X-100 verdünnt und erneut 
einer Inkubation von 16 h unterzogen wird. Wird dies mehrmals hintereinander 
durchgeführt, kommt es zu einer starken Verdünnung des eingesetzten PrPSc-Materials. 
 
2.2.5.2. ”Protein Misfolding Cyclic Amplification”-Reaktion 
 
Die „Protein Misfolding Cyclic Amplification“-Reaktion (PMCA) ist ein in vitro 
Konversionsverfahren, bei dem die misgefaltete Form des Prionproteins in 10 %igem 
Hirnhomogenat amplifiziert wird (Saborio et al., 2001). Dazu wurde mit Hilfe eines 
Glashomogenisators (Schütt Labortechnik, Göttingen) 10 %iges (w/v) Hirnhomogenat 
von Prion-infizierten und uninfizierten Tieren (Hamstern oder Rötelmäusen) in PBS mit 
0,5 % (v/v) Triton X-100 und 0,05 % SDS (w/v) erstellt, welches mit 1000 × g bei 4°C 
für 5 min zentrifugiert wurde. Der Überstand wurde mit Complete Protease-Inhibitoren 
ohne EDTA (Roche, Mannheim) versehen und in Aliquots bei -80°C gelagert. Zum 
Ansetzen der Reaktion wurde Hirnhomogenat infizierter Tiere in der Regel 1:100 mit 
uninfiziertem Homogenat verdünnt. 200 µl dieses Ansatzes wurden mit einem 
Ultraschallgenerator Sonoplus HD2200-UW2200 mit Stabsonotrode SH 70G / MS 73 
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(Bandelin, Berlin) in der Regel 5× 1 s bei  40 % Ausgangsintensität sonifiziert und 
anschließend für 1 h bei 37°C mit 300 upm inkubiert. Die Ansätze wurden anschließend 
kurz zentrifugiert, gevortext und erneut sonifiziert und inkubiert. Diese Runden von 
Sonifizieren und Inkubieren wurden für einen vollen PMCA-Zyklus in der Regel zehn 
Mal durchgeführt, wobei die Sonotrode nach jeder Runde mit H2O gespült wurde. 
Für bestimmte Fragestellungen wurde eine Variante der PMCA, die sogenannte serielle 
PMCA (sPMCA) durchgeführt (Bieschke et al., 2004; Piening et al., 2005; Castilla et 
al., 2005). Dazu wurde nach jedem PMCA-Zyklus der Reaktionsansatz mit 
Hirnhomogenat uninfizierter Tiere verdünnt und ein erneuter PMCA-Zyklus 
durchgeführt. Durch die mehrfache Wiederholung dieser Verdünnungsschritte mit 
anschließendem PMCA-Zyklus wurde eine starke Verdünnung des eingesetzten 
infektiösen Ausgangsmaterials erreicht. 
20 µl der PMCA-Reaktionsansätze wurden zur Auswertung mit Proteinase K verdaut 
(100 µg/ml) und im Western Blot analysiert. Durch Vergleichen der Bandenintensitäten 
vor und nach der PMCA wurde der Amplifikationsfaktor ermittelt (FAmp = 
I +PMCA / I -PMCA). 
Zur Beruteilung der Infektiösität von PMCA-Proben wurden die Reaktionsansätze 1:10 
in PBS verdünnt und 50 µl intrazerebral (i.c.) nach der Methode von Kimberlin und 
Walker (Kimberlin et al., 1986) durch die Arbeitsgruppe von Miachel Beekes am 
Robert-Koch-Institut (Berlin) geblindet in syrische Goldhamster inokuliert (9 Tiere pro 
Kontrollgruppe) und die Inkubationszeiten bis zur terminalen Erkrankung und der 
infektiöse Titer [50 % i.c. lethale Dosis (LD50)] mit Hilfe von Dosis-Inkubationszeit-
Kurven nach Kimberlin und Walker (Kimberlin et al., 1986) ermittelt. 
 
2.2.5.3. In vitro Konversion mit Hirnhomogenat und Zell-Lysat 
 
Die Konversion des zellulären Prionproteins in seine misgefaltete Form ist in vitro auch 
durch die Inkubation von Zell-Lysat mit infektiösem Hirnhomogenate möglich 
(Vorberg et al., 1999). Dazu wurden PrPC-exprimierenden Zellen in geeigneter Dichte 
mit einem Zell-Schaber (Nunc, Wiesbaden) von der Kulturschale gelöst und in PBS mit 
0,5 % (v/v) Triton X-100, 0,05 % (w/v) SDS und Complete Protease-Inhibitoren ohne 
EDTA (Roche, Mannheim) ein 10% (w/v) Zell-Lysat erstellt. Das Lysat wurde mit 
1000 × g für 1 min bei 4°C zentrifugiert und der Überstand 8:1 mit infektiösem 
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10 %igem Hirnhomogenat versetzt. Das infektiöse Hirnhomogenat wurde in PBS mit 
0,5 % Trition X-100 und 0,05 % SDS nach dem Protokoll der PMCA erstellt (siehe 
2.2.5.2.). Die Ansätze wurden 96 h bei 37°C unter Schütteln (300 upm) inkubiert und 
mit PK (20 µg/ml) für 1 h bei 37°C verdaut. Durch geeignete Kombination von PrPC 
und PrPSc sowie durch geeignete Wahl des Antikörpers wurde neugebildetes PK-
resistentes PrPres differentiell in der Western Blot-Analyse detektiert. 
 
2.2.5.4. In vitro Konversion mit gereinigtem rPrP und PrPSc 
 
Zur in vitro Konversion von gereinigtem rekombinanten Prionprotein (rPrP) durch 
gereinigtes PrPSc nach Kirby et al. (Kirby et al., 2003) wurde 200 ng aufgereintes rPrP 
(siehe 2.2.4.11.) mit 1 µg gereinigtem PrPSc (siehe 2.2.4.10.) in rPrP-Konversionspuffer 
in eimem Reaktionsvolumen von 20 µl für 24 h bei 37°C unter Schütteln (300 upm) 
inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde mit H2O auf 40 µl aufgefüllt und 1/20 des 
Reaktionsansatzes mit 43 µl H2O und 2 µl BSA (10 mg/ml) versetzt und mit vier 
Volumen Methanol bei -20°C über Nacht gefällt. Die restlichen 19/20 wurden einem 
PK-Verdau (0,06 mg/ml) durch Inkubation bie 37°C für 1h unterzogen. Der PK-Verdau 
wurde durch Zugabe von PefaBloc (Roche, Mannheim) abgestoppt (1 mM) und nach 
Zugabe von 2 µl BSA (10 mg/ml) mit vier Volumen Methanol bei -20°C über Nacht 
gefällt. Die Ansätze wurden durch Zentrifugation mit 14.000 upm bei 4°C für 30 min 
pelletiert, der Überstand sorgfältig abgenommen und das Pellet mit Protein-
Probenpuffer für die Western Blot-Analyse vorbereitet (siehe 2.2.4.3.). Durch eine 
geeignete Kombination von rPrP und PrPSc sowie durch die Wahl des primären 
Antikörpers konnte neu gebildetes PrPres in der Western Blot-Analyse differentiell 
detektiert werden. 
 
2.2.5.5. In vitro Konversion mit gereinigtem PrPC und PrPSc 
 
Für in vitro Konversionsexperimente mit gereinigtem PrPC und PrPSc wurde PrPC, 
welches durch Immunpräzipation aus 35S-markiertem Säugerzell-Lysat gewonnen 
wurde (siehe 2.2.4.9.), mit aufgereinigtem PrPSc (siehe 2.2.4.10.) in Konversionspuffer 
für 3 Tage in einem Reaktionsvolumen von 30 µl bei 37°C in „low binding“ 
Reaktionsgefäßen (Eppendorf, Hamburg) nach einer abgewandelten Methode von 
Caughey et al. inkubiert (Caughey et al., 1999b). Dabei wurden 15.000 cpm PrPC 
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eingesetzt und die dadurch variierende Menge an Essigsäure im Reaktionsansatz durch 
Zugabe von Essigsäure (0,1 M) ausgeglichen. Bei Überschreiten des 
Essigsäurevolumens über 20 % des Reaktionsvolumens wurde das PrPC-Volumen vor 
der Reaktion eingeengt.  
Die zugeführte PrPSc-Menge variierte abhängig vom untersuchten Prion-Stamm (ca. 
0,4-1 µg) und wurde anhand von Konzentrationsreihen, in denen die 
Konversionseffizienz im homologen System (PrPC und PrPSc mit gleicher 
Aminosäuresequenz) bei verschiedenen PrPSc-Mengen ermittelt wurde, optimiert. Es 
wurde die PrPSc-Menge, mit welcher die höchste Konversionseffizienz erzielt werden 
konnte, für alle weiteren Reaktionen eingesetzt. Abhängig vom Prion-Stamm wurde 
dem Reaktionspuffer noch 0,4 M (Scrap Italy, BSE) bzw. 0,7 M (Scrap UK) 
Guanidinium-Hydrochlorid (GndHCl) beigefügt. 
Nach Inkubation der Konversionsreaktionen wurden die Ansätze für 0,5 min bei 
5000 upm zentrifugiert und ein Zehntel des Reaktionsansatzes in ein frisches 1,5 ml 
Reaktionsgefäß überführt, in welches 11 µl H2O, 2 µl 10× TN-Puffer und 4 µl 
Thyroglobulin (5 mg/ml) vorgelegt wurden. Dieser Teil der Ansätze wurde nicht mit 
Proteinase K behandelt. Der verbleibende Reaktionsansatz wurde mit 61 µl H2O, 10 µl 
10× TN-Puffer und 2 µl einer Proteinase K-Lösung (1 mg/ml) versehen und für eine 
Stunde bei 37°C inkubiert (PK-Endkonzentration: 20 µg/ml). 
Der Verdau wurde anschließend durch Zugabe von 5 µl einer Stammlösung (100 mM) 
PefaBloc Protease-Inhibitor (Roche, Mannheim) abgestoppt und den Ansätzen 8 µl 
Thyroglobulin (5 mg/ml) zugeführt. Thyroglobulin diente als „Carrier“-Protein in der 
sich anschließenden Methanol-Fällung, die durch die Zugabe von 4 Volumen Methanol 
zu den verdauten (450 µl) und den unverdauten (80 µl) Proben initiiert wurde. Die 
Proben wurden nach Inkubation über Nacht bei -20°C für 45 min mit 14.000 upm bei 
4°C zentrifugiert, der Methanol-Überstand sorgfältig abgenommen und das Pellet durch 
Zugabe von 15 µl H2O und 5 µl 5× Proben-Puffer für die SDS-PAGE-Analyse 
vorbereitet (siehe 2.2.4.2.). 
Die Gele wurden nach Abschluss der Elektrophorese für 30 min in Gelfixierlösung 
geschwenkt, anschließend in Amplify (Amersham Biosciences, Freiburg) überführt und 
für weitere 30 min inkubiert. Die auf diese Art vorbehandelten Gele wurden mit einem 
Geltrockner Modell 583 (Bio-Rad, München) bei 80°C für 2 h unter Vakuum getrocknet 
und für 3 Tage auf eine Fujifilm „Imaging plate“  BAS-IP MS 2325 bzw. 2025 (Raytest, 
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Straubenhardt) zur Exposition aufgelegt. Die Platten wurde in einem Fujifilm 
Phosphorimager Typ BAS 1800 II (Raytest, Straubenhardt) ausgelesen und die Daten 
mit der Densitometrie-Software AIDA V3.44.035 (Raytest, Straubenhardt) ausgewertet. 
Dabei wurde von den verdauten und unverdauten Proben die Banden-Intensitäten 
vermessen und die Intensität abzüglich der Intensität des Hintergrundes bestimmt. Bei 
den verdauten Proben wurden nur die Banden im Bereich von 18-24 kDa in die 
Rechnung einbezogen. Die Konversionseffizienz (KVE) wurde durch die Formel KVE 
[%] = [I +PK / (I -PK*10)]*100 ermittelt. Zusätzlich wurden die getrockneten Gele 
anschließend noch auf einen Kodak BioMax MR1 Film (Amersham Biosciences, 
Freiburg) aufgelegt, für 2 Wochen bei -80°C exponiert und anschließend entwickelt.  
 
2.2.5.6. In vitro Konversion von rekombinantem Prionprotein 
 
Zur Erzeugung von Oligomeren aus rPrP nach Post et al. (Post et al., 1998) wurden ein 
Aliquot der Glycerin-haltigen rPrP-Stammlösung (siehe 2.2.4.11.) in Natriumphosphat-
Puffer (10 mM pH 7,2) mit 0,2 % SDS umgepuffert (siehe 2.2.4.12.). Zur Initiierung der 
rPrP-Aggregation wurde die umgepufferte rPrP-Lösung mit Natriumphosphat-Puffer 
(10 mM, pH 7,2) verdünnt, wodurch eine SDS-Enkonzentration von 0,01-0,03 % 
eingestellt wurde. Die Ansätze wurden anschließend bei RT für 3-5 h unter Schütteln 
mit 300 upm inkubiert. 
Es wurden sowohl unmarkierte als auch Fluoreszenz-markierte (siehe 2.2.4.13.) rPrP-
Moleküle mit dieser Methode in Oligomere überführt. Die Aggregation von 
unmarkiertem rPrP wurde nach kovalenter Vernetzung der Oligomere (siehe 2.2.4.15.) 
durch Coomassie-Färbung oder Western Blot-Analyse nach SDS-PAGE überprüft 
(siehe 2.2.4.5.1. und 2.2.4.3.). Die Aggregation von markiertem rPrP wurde im Insight 
Reader (Evotec OAI, Hamburg) über die Zeit bzw. als Endpunktmessung analysiert 
oder nach kovalenter Vernetzung der Oligomere eine Western Blot-Analyse 
durchgeführt (siehe 2.2.4.14 und 2.2.4.3.). 
In der Regel wurde die Oligomerisierung für FCS-Messungen mit einer 
Proteinkonzentrationen von 2 nM, für Western Blot-Analysen von 20 nM und für die 






3.1. Primärsequenz und Speziesbarriere 
 
3.1.1. Vergleich der Aminosäuresequenzen 
 
Infektionsstudien an Rötelmäusen (Clethrionomys glareolus) haben gezeigt, dass diese 
wilde Nagetierspezies im Vergleich zur Hausmaus (Mus musculus) weitaus sensitiver 
gegenüber einer Infektion mit Scrapie aus Schafen ist und sich als resistent gegenüber 
einer Infektion mit BSE aus Rindern erweist (Cartoni et al., 2005) (Agrimi, 
unveröffentlicht). Die Inokulation weiterer wild-lebender Mausarten zeigte, dass die 
Erdmaus (Microtus agrestis) bezüglich der Infektion mit Schaf-Scrapie Ähnlichkeiten 
zur Rötelmaus zeigt, wohingegen die Infektionsdaten der Waldmaus (Apodemus 
sylvaticus) Ähnlichkeiten mit denen der Hausmaus aufweisen. Da die Speziesbarriere 
bei der Übertragung von Prionkrankheiten unter anderem durch die Ähnlichkeit der 
Aminosäuresequenz der Prionproteine der Empfängerspezies und des inokulierten PrPSc 
bestimmt wird (Scott et al., 1989; Scott et al., 1993; Schätzl et al., 1995; Prusiner & 
Scott, 1997), ist ein Vergleich der Aminosäuresequenzen der untersuchten Nagerspezies 
sinnvoll, um Aminosäurereste in der Primärsequenz auszumachen, welche für die 
differentielle Empfindlichkeit der Rötelmaus gegenüber Scrapie und BSE 
verantwortlich sein könnten (Abbildung 1A). Im reifen Prionprotein lassen sich vier 
Codons ausmachen (109, 155, 170, 227), an denen sich die Aminosäuresequenz der 
Rötelmaus und der Erdmaus gleichen, jedoch von der Hausmaus und der Waldmaus 
unterscheiden. Bemerkenswerterweise spiegelt die Sequenzidentität des Prionproteins 
die taxonomische Gliederung wieder, da Rötel- und Erdmaus zu den Arvicolinae und 
Microtinae, Haus- und Waldmaus hingegen zu den Murinae gezählt werden.  
Auch ein Vergleich der Aminosäuresequenzen des Prionproteins von Rötel- und 
Hausmaus mit denen vom Schaf (Ovis aries) und Rind (Bos taurus) macht deutlich, 





































Abbildung 1: Vergleich der Aminosäuresequenzen des Prionproteins 
A) Sequenzvergleich des Prionproteins von Rötelmaus (Clethrionomys glareolus; Genbank-
Nummer: AF367624), Erdmaus (Microtus agrestis; Genbank-Nummer: AF367625), Hausmaus 
(Mus musculus; Genbank-Nummer: U29186) und Waldmaus (Apodemus sylvaticus; Genbank-
Nummer: AF367623). B) Sequenzvergleich des Prionproteins von Rötelmaus (Clethrionomys 
glareolus; Genbank-Nummer: AF367624), Hausmaus (Mus musculus; Genbank-Nummer: 
U29186), Schaf (Genotyp ARQ) (Ovis aries; Genbank-Nummer: AJ000739), Rind (Bos taurus; 
Genbank-Nummer: AJ298878) und Syrischer Goldhamster (Mesocricetus auratus; Genbank-
Nummer: M14054). Die Aminosäurereste, die für die differentielle Empfindlichkeit der 
Rötelmaus gegenüber Scrapie und BSE verantwortlich sein könnten, sind mit einem Rahmen 
markiert. Die Nummerierung der Codons erfolgte auf Grundlage der Sequenz der Rötelmaus. 
Die Pfeile markieren den Sequenzbereich des reifen Prionproteins nach Abspaltung der ER-und 
GPI-Anker-Signalsequenz. Punkte markieren Sequenzidentität mit der Rötelmaus, Striche 
innerhalb der Sequenzen markieren Lücken in der Sequenzausrichtung aufgrund von 
zusätzlichen Aminosäureresten, Striche am N- oder C-Terminus symbolisieren unbekannte 
Sequenzbereiche und Sterne markieren Stop-Codons. 
20                    40                    60                    80 
C. glareolus  M--ANLSYWL LAFFVTTWTD VGLCKKRPKP GG-WNTGGSR YPGQGSPGGN RYPPQGGGTW GQPHGGGWGQ PHGGGWGQPH 
M. agrestis   ---------· ··L··A···· ·········· ·········· ·········· ········-· ·········· ·········· 
M. musculus   ······G··· ··L···M··· ·········· ·········· ·········· ·····-···· ·········· ····S····· 
A. sylvaticus ······G··· ··L······· ·········· ·········· ·········· ·····S···· ·········· ·········· 
 
C. glareolus  GGGWGQPHGG G-WGQGGGTH NQWNKPSKPK TNMKHVAGAA AAGAVVGGLG GYMLGSAMSR PMIHFGNDWE DRYYRENMNR 
M. agrestis   ·········· ···S······ ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
M. musculus   ··S······· ·········· ·········· ··L······· ·········· ·········· ·········· ········Y· 
A. sylvaticus ·········· ·········· ·········· ··L······· ·········· ·········· ·········· ········Y· 
 
C. glareolus  YPNQVYYRPV DQYNNQNNFV HDCVNITIKQ HTVTTTTKGE NFTETDVKMM ERVVEQMCVT QYQKESQAYY EGR—-SSRAV 
M. agrestis   ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·····H·H·· 
M. musculus   ·········· ···S······ ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· D··RS··-T· 
A. sylvaticus ·········· ···S······ ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· D··R-··-·· 
 
C. glareolus  LLFSSPPVIL LISF------ -- 
M. agrestis   VF········ ····------ -- 
M. Musculus   -········· ····LIFLIV G* 
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C. glareolus M--ANLSYWL LAFFVTTWTD VGLCKKRPKP GG-WNTGGSR YPGQGSPGGN RYPPQGGGTW GQPHGGGWGQ PHGGGWGQPH 
M. musculus  ·--···G··· ··L···M··· ·········· ·········· ·········· ·······-·· ·········· ····S····· 
O. aries     ·VKSHIGS·I ·VL··AM·S· ·········· ··G······· ·········· ········G· ·········· ·········· 
B. taurus    ·VKSHIGS.I .VL··AM·S· ·········· ··G······· ·········· ········G· ·········· ·········· 
M. auratus   ·--······· ··L··AM··· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
 
C. glareolus GGGWGQPHGG G-WGQ----- ----GGGTHN QWNKPSKPKT NMKHVAGAAA AGAVVGGLGG YMLGSAMSRP MIHFGNDWED 
M. musculus  ··S······· ·-···----- ----······ ·········· ·L········ ·········· ·········· ·········· 
O. aries     ·········· ·G···----- ----··S-·S ·········· ·········· ·········· ·········· L······Y·· 
B. taurus    ·········· ·-···PHGGG GWGQ··-··G ·········· ·········· ·········· ·········· L····S·Y··  
M. auratus   ·········· ·-···----- ----······ ·········· ····M····· ·········· ·········· ·M········  
  
C. glareolus RYYRENMNRY PNQVYYRPVD QYNNQNNFVH DCVNITIKQH TVTTTTKGEN FTETDVKMME RVVEQMCVTQ YQKESQAYYE  
M. musculus  ·······Y·· ·········· ··S······· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········D 
O. aries     ·······Y·· ·········· ··S······· ······V··· ·········· ·····I·I·· ·······I·· ··R······Q 
B. taurus    ·······H·· ·········· ··S······· ······V·E· ·········· ·····I···· ·······I·· ··R······Q  
M. auratus   ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·····I·I·· ·······T·· ·········D  
 
C. glareolus GR--SSRAVL LFSSPPVILL ISF-------- 
M. musculus  ··RS··-T·- ·········· ···LIFLIVG* 
O. aries     --RGA·--·I ·········· ···LIFLIVG* 
B. taurus    --RGA·--·I ·········· ···LIFLIVG* 
M. auratus   ··R-··-··- ·········· ···LIFLMVG* 
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3.1.2. Evaluation verschiedener Konversionsreaktionen 
 
Zur Beurteilung der Rolle der Primärsequenz für die differentielle Empfindlichkeit der 
Rötelmaus gegenüber einer Infektion mit Scrapie vom Schaf und BSE vom Rind, 
wurden verschiedene in vitro Konversionsreaktionen auf ihre Eignung überprüft, die 
missgefaltete Form des Prionproteins der Rötelmaus zu propagieren und die Rolle der 
Primärsequenz zu beurteilen. 
 
3.1.2.1. Konversionsreaktionen basierend auf Hirnhomogenat 
 
3.1.2.1.1. Voraussetzungen zur Erzeugung von Infektiösität in vitro 
 
Auf der Grundlage von Hirnhomogenat konnte mit zwei verschiedenen 
Reaktionsvarianten die Konversion des Prionproteins in seine missgefaltete Form in 
vitro gezeigt werden (Saborio et al., 2001; Lucassen et al., 2003). Beide Methoden 
ähneln sich in ihren Reaktionsbedingungen und beinhalten die Verdünnung von 
Hirnhomogenat von infizierten Tieren mit Hirnhomogenat von uninfizierten Tieren 
(siehe 2.2.5.1. und 2.2.5.2.). Bei der Methode von Lucassen et al. wird der 
Reaktionsansatz bei 37°C inkubiert (Lucassen et al., 2003), bei der Technik von Saborio 
et al. wird die Inkubationszeit noch von Ultraschallbehandlungen regelmäßig 
unterbrochen (Saborio et al., 2001). Beide Reaktionen sind für die Konversion von 
Hamster-PrPC durch den Hamster-Prionenstamm 263K optimiert. Eine Variante der 
PMCA-Technik ist die sogenannte serielle PMCA (sPMCA). Dabei wird das 
Reaktionsprodukt eines PMCA-Zyklusses mit Hirnhomogenat von gesunden Individuen 
verdünnt und erneut einem PMCA-Zyklus unterzogen. Dies wird seriell über mehrere 
PMCA-Zyklen wiederholt und führt zu einer entsprechenden Verdünnung des PrPSc-
Ausgangsmaterials. Durch die sPMCA konnte die autokatalytische Vermehrung von 
PrPres demonstriert werden (Bieschke et al., 2004). 
Um die allgemeinen Reaktionsbedingungen zu optimieren und genauer zu beurteilen, 
welche Faktoren für die autokatalytische Vermehrung von PrPres entscheidend sind, 
wurde basierend auf Hamster-PrPC und 263K eine vergleichende Analyse der sPMCA 
































Abbildung 2: Western Blot-Analyse von seriellen PrPres Amplifikationsreaktionen 
In seriellen PMCA-Reaktionen (A-C) bestand ein Amplifikationszyklus aus 10 Runden 
alternierender Ultraschallbehandlung und Inkubation. Die Proben wurden 1:2,0 (A, B) oder 1:2,5 
(C) mit uninfiziertem Hirnhomogenat verdünnt und erneut 10 Runden alternierender 
Ultraschallbehandlung und Inkubation unterzogen. Dies wurde 15-fach wiederholt (I-XV). 
Aliquots von 20 µl wurden vor und nach einem Amplifikationszyklus entnommen, bei -80°C 
gelagert, mit Proteinase K verdaut und im Western Blot analysiert. Wenn die Probenanzahl die 
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Ladekapazität des Gels überstieg (A-D), wurden zwei Gele mit Referenzproben verwendet und 
gleichzeitig analysiert. Zur Kontrolle wurden Reaktionen ohne Inkubation durchgeführt (A). In 
seriellen Amplifikationsreaktionen ohne Ultraschallbehandlung (D, E) bestand der 
Amplifikationszyklus aus 16 h Inkubation. Die Ansätze wurden anschließend 1:2,0 in 
uninfiziertem Hirnhomogenat verdünnt und wieder einer Inkubation von 16 h unterzogen. 
Insgesamt wurden 15 Inkubationszyklen (I-XV) durchgeführt. Wie auch bei den Proben der 
seriellen PMCA wurden vor und nach der Amplifikation Aliquots entnommen, bei -80°C gelagert 
und ohne (E) oder mit (D) Behandlung durch Proteinase K im Western Blot analysiert. Die 
Positionen des Molekulargewichtsstandards sind linksseitig dargestellt (in kDa). 
 
 
Abbildung 2B und 2C zeigt eine Western Blot-Analyse einer sPMCA-Reaktion mit 
vierzehn sequenziellen 2,0- bzw. 2,5-fachen Verdünnungen. Das initiale PrPSc-Material 
wurde dabei um den Faktor 16.384 bzw. 372.529 verdünnt. Für den Reaktionsansatz mit 
2,5-facher Verdünnung lag nach dem letzten Zyklus noch ungefähr 57 % des 
Ausgangssignals vor (Abbildung 3A). Der Amplifikationsfaktor variierte während der 
Reaktion zwischen 1,3 und 3,0 (Abbildung 3B), woraus sich ein durchschnittlicher 
Amplifikationsfaktor von 1,9 ± 0,2 und eine über 200.000-fache Gesamtamplifikation 
des PrPres nach 15 Zyklen errechnet. In dem Experiment mit der 2,0-fachen 
Verdünnung wurde eine über 10.000-fache Gesamtamplifikation von PrPres mit einem 
durchschnittlichen Amplifikationsfaktor von 1,8 ± 0,02 erreicht. 
Um auszuschließen, dass die Ultraschallbehandlung oder andere experimentelle 
Bedingungen außer des initialen PrPSc die PrPres-Bildung hervorruft, wurden 
Reaktionen ohne PrPSc nur mit Hirnhomogenat uninfizierter Tiere durchgeführt. Nach 
Verdau der Proben mit Proteinase K konnte zu keinem Zeitpunkt des Experiments 
PrPres detektiert werden (Daten nicht abgebildet), was verdeutlicht, dass die PrPres-
Bildung von dem eingesetzten PrPSc abhängig ist. 
Die Vergrößerung der PrPSc-Aggregate während der Inkubationsphase, ihre 
Zerkleinerung durch die Ultraschallbehandlung und die dadurch erzeugte Vermehrung 
von neuen Aggregationskeimen ist die theoretische Grundlage der PrPres-Amplifikation 
durch die PMCA (Saborio et al., 2001). Daher müssten sowohl die Inkubationsphasen 
als auch die Ultraschallbehandlungen für eine effiziente autokatalytische Vermehrung 
des missgefalteten Prionproteins entscheidend sein. Um dies darzustellen, wurden 
Reaktionen durchgeführt, in welchen die Proben ohne Inkubation nur sonifiziert wurden 
(Abbildung 2A). Die reine Ultraschallbehandlung erzeugte keine PrPres-Amplifikation, 
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wodurch das PrPres-Signal, ähnlich wie bei Proben, die ohne Inkubation und Ultraschall 
nur verdünnt wurden (Daten nicht abgebildet), schon nach dem siebten 












Abbildung 3: Auswertung der seriellen PMCA-Reaktion 
Western Blot-Analysen der seriellen PMCA-Reaktion mit 2,5-facher Verdünnung (Abbildung 2C) 
wurden quantifiziert. A) Darstellung des Verlaufs der relative Menge des initialen PrPSc (gefüllte 
Balken) und der Menge des neu gebildeten PrPres (ungefüllte Balken) während der sPMCA-
Reaktion. B) Die Amplifikationsfaktoren nach jedem Zyklus wurden durch den Vergleich der 
Bandenintensitäten nach (InachAmp) und vor (IvorAmp) der Amplifikation ermittelt 
(Amplifikationsfaktor = InachAmp / IvorAmp). 
 
 
Um zu überprüfen, ob die Inkubation alleine effizient genug ist, um PrPres über 
mehrere Verdünnungen zu amplifizieren, wurde die Amplifikationsreaktion von 
Lucassen et al. durchgeführt, welche ohne die Ultraschallbehandlung die PrPres-
Bildung begünstig (Lucassen et al., 2003). Wie bei der seriellen PMCA wurden 
abwechselnd Inkubations- und Verdünnungsschritte durchgeführt. Für die Western 
Blot-Analyse wurden vor und nach den Verdünnungen Proben genommen und einem 
PK-Verdau unterzogen (Abbildung 2D). Nach der ersten Inkubationsphase wurde, 
ähnlich wie in jedem sPMCA-Zyklus (Abbildung 3B), ein Amplifikationsfaktor von 2,1 
erreicht (Abbildung 1D, Zyklus I). Trotzdessen sank der Amplifikationsfaktor nach dem 
ersten und zweiten Verdünnungsschritt auf 1,4 bzw. 1,1 (Abbildung 2D, Zyklus II und 
III). Als Folge des schnell absinkenden Amplifikationsfaktors fiel das PrPres-Niveau 









































Obwohl die Experimente unter sterilen Bedingunen durchgeführt und frisches 
Hirnhomogenat nach jedem Inkubationsschritt von 16 h hinzugefügt wurde, ist eine 
Degradation von PrPC während dieser langen Inkubationsperiode von insgesamt 240 h 
denkbar. Um diese Möglichkeit zu überprüfen, wurden Western Blot-Analysen von den 
Proben der seriellen Inkubationsreaktion ohne PK-Verdau durchgeführt (Abbildung 
2E). Das PrPC-Niveau war über alle Passagen konstant, weshalb eine 
Substratdegradation als Ursache für den abnehmenden Amplifikationsfaktor ohne 
Ultraschallbehandlung ausgeschlossen werden kann. Es ist daher anzunehmen, dass das 
Zerbrechen der Aggregate durch die Ultraschallbehandlung und die damit 
einhergehende Vermehrung von konversionsaktiven Einheiten eine Voraussetzung für 
die effiziente autokatalytische Propagation von PrPres in vitro darstellt (Piening et al., 
2005). 
Durch intrazerebrale Inokulation des sPMCA-Produkts nach 15 PMCA-Zyklen mit 
2,5-facher serieller Verdünnung aus Abbildung 2B in Hamster konnte für das 
neugebildete PrPres Infektiösität nachgewiesen werden. Ein Vergleich mit der 
Infektiösität von Proben, welche ohne Inkubation und Ultraschallbehandlung um den 
Faktor 372.529 verdünnt wurden, ergab, dass die Infektiösität der sPMCA-Proben um 
den Faktor 1840 amplifiziert wurde. Die Infektiösität des in vitro erzeugten PrPres war 
jedoch wie auch von Castilla et al. in ähnlichen Versuchen beobachtet wurde (Castilla et 
al., 2005) geringer als die Infektiösität des sPMCA-Ausgangsmaterials (Weber et al., 
Nature, submitted). Der infektiöse Titer der sPMCA-Proben betrug 4,6 × 102 LD50i.c. 
und der des Ausgangsmaterials 1,3 × 104 LD50i.c.. Durch Koppelung des generierten 
PrPres an Nitrozellulose konnte der Unterschied in der Infektiösität des sPMCA-
Produkts und des Ausgangsmaterials ausgeglichen werden. Nach Kopplung des 
sPMCA-Produkts und des Ausgangsmaterials an Nitrozellulose betrug der infektiöse 
Titer der sPMCA-Proben 8,8 × 102 LD50i.c. und der des Ausgangsmaterials 2,8 × 103 
LD50i.c.. Dies deutet darauf hin, dass sich in vitro durch sPMCA-Reaktionen erzeugtes 
PrPres bezüglich der Infektiösität nicht von aus infizierten Hirnen gewonnenem PrPSc 
unterscheidet, wenn die PrPres-Aggregate einer bestimmten Größenverteilung gerecht 
















Abbildung 4: In vitro Konversionsreaktionen auf der Grundlage von Hirnhomogenat 
A) Inkubationsreaktion mit Hirnhomogenat von Rötelmäusen. Hirnhomogenat von mit 139A 
infizierten Tieren wurde 1:100 mit Hirnhomogenat uninfizierter Tiere verdünnt und 16 h bei 37°C 
inkubiert. Als Kontrolle wurden Ansätze ohne Inkubation bei -80°C bis zur Western Blot-Analyse 
gelagert. Abgebildet sind jeweils zwei unabhängigen Ansätze. B) PMCA-Reaktionen mit 
Hirnhomogenat von Rötelmäusen. Hirnhomogenat von Tieren infiziert mit 139A wurde mit 
Hirnhomogenat uninfizierter Tiere 1:100 verdünnt und 10 Runden alternierender 
Ultraschallbehandlung (1x 1 s oder 1x 5 s; 40% Ausgangsintensität) und Inkubation bei 37°C 
unterzogen. Als Kontrollen wurde ein Ansatz ohne PMCA direkt bei -80°C eingefroren und ein 
Ansatz ohne Ultraschallbehandlung bei 37°C inkubier t. Western Blot-Analysen wurden nach 
einem Verdau der Proben durch Proteinase K mit dem polyklonalen Antikörper RA3153 
durchgeführt. Der Molekulargewichtsstandard ist linksseitig in kDa angegeben. 
 
 
3.1.2.1.2. Beurteilung der Rolle der Rötelmaus-Speziesbarriere 
 
Die Protease-resistente Isoform des Prionproteins der Rötelmaus lässt sich sowohl mit 
der Inkubationsreaktion von Lucassen et al. als auch durch die PMCA amplifizieren 
(Abbildung 4). Da diese Reaktionen jedoch auf Hirnhomogenat, also auf einer 
komplexen Lösung aus Proteinen, Kohlenhydraten und Lipiden, basieren und da ohne 
entsprechende transgene Tiere, die Analyse von Punktmutationen schwierig ist, sind 
diese in vitro Konversionsreaktionen zwar zur Untersuchung von Prion-Erregerstämmen 
einsetzbar (Soto et al., 2005), jedoch zur Beurteilung der Rolle der Primärsequenz für 
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3.1.2.2. Konversionsreaktion mit Hirnhomogenat und Zell-Lysat 
 
Eine Variante der auf Hirnhomogenat basierenden in vitro Konversionsreaktionen ist 
die Methode von Vorberg et al. (Vorberg et al., 1999). Bei diesem in vitro 
Konversionsverfahren wird das PrPSc auch über Hirnhomogenat infizierter Tiere in die 
Reaktion gegeben, das PrPC jedoch über Lysate von Zellkulturen bereitgestellt. 
Abbildung 5 zeigt, dass sich durch diese Technik die Konversionsaktivität von 
Rötelmaus-PrPSc in vitro demonstrieren lässt. Allerdings wurde dabei als PrPC-Quelle 
eine Hamster-PrPC-exprimierende RK13-Zell-Linie verwendet. Dies ermöglicht die 
Unterscheidung des neu gebildeten PrPres von dem  eingesetzten PrPSc durch die Wahl 
des Antikörpers in der anschließenden Western Blot-Analyse PK-verdauter Proben. Das 
Bindungsepitop des 3F4-Antikörpers ist M109 / M112. Der Antikörper erkennt daher 
das neu gebildete Hamster-PrPres (M109 / M112) aber nicht das eingesetzte PrPSc der 
Rötelmaus (M109 / V112). Die Konversion des Hamster-PrPC ist sowohl mit dem 
Errgerstamm 139A als auch mit Ss3 aus Rötelmäusen möglich. Ohne die Zugabe von 













Abbildung 5: In vitro Konversion auf der Grundlage von Hirnhomogenat und Zell-Lysat 
Zell-Lysat von Hamster-PrPC exprimierender RK13-Zellen (ma) wurde mit Hirnhomogenat von 
Rötelmäusen infiziert mit 139A (cg139A) oder Ss3 (cgSs3) inkubiert. Die Proben wurden nach 
einem PK-Verdau im Western Blot mit dem 3F4-Antikörper analysiert. Der 

















Die Verwendung von Zellkultur-Lysat als PrPC-Quelle ermöglicht grundsätzlich die 
Einführung von Punktmutationen und somit die Analyse der Rolle der Primärsequenz 
für die Speziesbarriere. Da jedoch komplexes Zell-Lysat und nicht aufgereinigtes 
Protein eingesetzt wird, ist eine differentielle Trennung von eingesetztem PrPSc und 
neugebildetem PrPres über eine radioaktive Proteinmarkierung nicht möglich. Wie in 
Abbildung 5 dargestellt ist jedoch eine Unterscheidung über ein differentielles 
Antikörper-Epitop möglich. Da aber die zur Verfügung stehenden Antikörper, wie z.B. 
3F4 oder 7G5 in Bereichen liegen (Kascsak et al., 1987; Kascsak et al., 1997), die für 
die Speziesbarrieren der Rötelmaus verantwortlich sein könnten (siehe 3.1.1.), ist dieser 
in vitro Konversionsassay für umfangreiche Analysen zur Rolle der Primärsequenz 
ungeeignet. 
 
3.1.2.3. Konversionsreaktionen mit gereinigtem rPrP und PrPSc 
 
Die Unterscheidung von eingesetztem PrPSc und neu gebildetem PrPres durch ein 
differentielles Antikörper-Epitop ist auch in Abbildung 6A dargestellt. Hier wurde 
allerdings nach einer Methode von Kirby et al. (Kirby et al., 2003) gereingtes 
rekombinantes Prionprotein vom Hamster (M109 / M112) mit gereinigtem PrPSc aus 
Rötelmäusen (M109 / V112) inkubiert und das neu gebildete PrPres über den 3F4-
Antikörper im Western Blot detektiert. Durch die Verwendung von gereinigtem rPrP 
und gereinigtem PrPSc sind die an der Reaktion beteiligten Makromoleküle im 
Wesentlichen auf rPrP und PrPSc beschränkt. Wie aus Abbildung 6A ersichtlich, sind in 
den Kontrollreaktionen jedoch neben rPrP in der Western Blot-Analyse mit dem 3F4-
Antikörper noch weitere Banden zu erkennen. Diese Banden stammen von dimeren 
Prionproteinen aus der rPrP-Präparation, sowie von Kreuzreaktionen mit dem zur 
Protein-Präzipation verwendeten BSA und von Kreuzrekationen mit Verunreinigungen 
aus der PrPSc-Präparation. Deutlich ist jedoch das Auftreten von Protease K-resistenten 
Banden aus der Konversion von Hamster-rPrP durch 139A der Rötelmaus, wodurch wie 
auch bei dem in vitro Konversionsverfahren nach Vorberg et al. (Vorberg et al., 1999) 
(siehe 3.1.2.2.) die generelle Konvertierbarkeit von Hamster-PrP durch PrPSc der 
Rötelmaus deutlich wird. Ohne rPrP und bei Inkubation mit einer Präparation aus 
uninfizierten Rötelmäusen entsteht kein Hamster-PrPres.  
Da in dem Protokol nach Kirby et al. rekombinantes PrP verwendet wird, ist die 
Analyse von Punktmutationen zur Beurteilung der Rolle der Primärsequenz für die 
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Speziesbarrieren der Rötelmaus mit dieser Methode durchführbar. Wie oben 
beschrieben (siehe 3.1.2.2.), eignet sich die Verwendung eines differentiellen 
Antikörper-Epitops jedoch nicht für umfangreiche Studien zur Speziesbarriere. Daher 
müsste aufgereinigtes, radioaktiv markiertes rPrP eingesetzt werden. Dies erfordert 
jedoch ein mit entsprechenden Aufreinigungsgeräten ausgestattetes Isotopenlabor. 
 
3.1.2.4. Konversionsreaktionen mit gereinigtem PrPC und PrPSc 
 
Aufgrund der technischen Anforderungen an die Durchführung des 
Konversionsprotokols nach Kirby et al. wurde ein ähnliches Verfahren getestet, welches 
auf der Inkubation von gereinigtem PrPSc mit radioaktiv markiertem, durch 
Immunpräzipation gereinigtem PrPC aus Zellkultur basiert (Kocisko et al., 1994; 
Caughey et al., 1999a). In Abbildung 6B ist die Auswertung einer Konversionsreaktion 













Abbildung 6: In vitro Konversionsreaktionen mit gereinigtem rPrP bzw. PrPC und PrPSc 
A) Western Blot-Analyse mit dem 3F4-Antikörper der in vitro Konversion von Hamster-rPrP (ma) 
mit aufgereinigtem 139A aus Rötelmäusen (cg139A). 19/20 des Reaktionsansatzes wurden mit 
Proteinase K verdaut und 1/20 wurde ohne Verdau aufgetragen. Kreuzreaktionen des 
Antikörpers mit BSA (#) und Verunreinigungen aus der PrPSc-Präparation (+) sind an der 
rechten Seite markiert. Neu gebildetes PrPres aus der Konversion von dimeren rPrP(*) und 
monomeren rPrP ist mit Klammern gekennzeichnet. B) Phosphorimage der in vitro Konversion 
von Rötelmaus-PrPC (cg) durch aufgereinigtes 139A aus Rötelmäusen (cg139A). Das PrPC 
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(35S) gewonnen. 9/10 des Reaktionsansatzes wurden mit Proteinase K verdaut und 1/10 des 
Reaktionsansatzes wurde unverdaut aufgetragen. Neu gebildetes radioaktives PrPres ist auf 
der rechten Seite mit einer Klammer markiert. Das Molekulargewicht ist auf der linken Seite 
angegeben (in kDa). 
 
 
Wie auch bei der Methode von Kirby et al. ist ohne die Zugabe von PrPSc kein neu 
gebildetes radioaktives PrPres zu detektieren. Weiterhin wird aus der Abbildung 
deutlich, dass nach der Immunpräzipation von PrPC aus dem Lysat radioaktiv markierter 
RK13-Zellen keine Fremdproteine aus dem Zell-Lysat zu detektieren sind. Durch die 
radioaktive Markierung des PrPC lässt sich das neu gebildete PrPres vom eingesetzten 
PrPSc unterscheiden und ohne Nebenbanden abbilden. Durch die Verwendung von 
aufgereinigtem PrPC und PrPSc wird der Einfluss von anderen Makromolekülen auf die 
Konversionsreaktion minimiert und da Punktmutationen zur Analyse der Rolle der 
Primärsequenz für die Speziesbarriere einfügt werde können, wurde diese Methode für 
die weiteren Analysen zur Rolle der Primärsequenz verwendet.  
Um die Unterschiede zwischen Hausmaus und Rötelmaus bezüglich der Infektion mit 
Scrapie vom Schaf und BSE vom Rind im Hinblick auf die Primärsequenz zu 
untersuchen, wurden Punktmutationen in die Rötelmaus-Sequenz eingefügt. Die 
Sequenz des Prionproteins der Rötelmaus wurde an den Codons 109, 155, 170 und 227 
(siehe 3.1.1.) in Maus-spezifische Aminosäure-Reste umgewandelt. Am Codon 109 
wurde Methionin in Isoleucin (M109L), am Codon 155 Asparagin in Tyrosin (N155Y), 
am Codon 170 Asparagin in Serin (N155Y) und an Codon 227 Glutamat in Aspartat 
(E227D) umgewandelt. Weiterhin wurde in Anlehnung an den bei Rötelmäusen 
vorkommenden Polymorphismus am Codon 109, welcher die Inkubationszeit 
beeinflusst (Cartoni et al., 2005), Methionin gegen Isoleucin ausgetauscht (M109I). Der 
Polymorphismus M109I der Rötelmäuse entspricht dem Polymorphismus L108F bei 
Hausmäusen, welcher zusammen mit T189V die Inkubationszeit beeinflusst. Die 
Kombination L108 / T189 („a Allel“) ist mit einer kurzen und F108 / V189 („b Allel“) 
mit einer langen Inkubationszeit assoziiert (Westaway et al., 1987). Des Weiteren 
wurden Konstrukte mit der Doppelmutation N155Y-N170S erstellt. Abbildung 7A zeigt 
eine Western Blot-Analyse von Lysaten von RK13-Zellen, welche aufgrund einer 
transienten Transfektion die verschiedenen PrPC-Varianten exprimieren. Aus der 
Abbildung wird deutlich, dass alle mutierten Prion-Proteine von den Zellen normal 
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prozessiert werden. Es wurden daher RK13-Zellen mit entsprechenden Konstrukten zur 
konstitutiven Expression stabil transfiziert und für die weiteren Experimente verwendet. 
RK13-Zellen wurden mitunter deshalb verwendet, weil für diese Zell-Linie das Fehlen 
einer detektierbaren endogene PrPC-Expression beschrieben wurde (Vilette et al., 2001; 
Sabuncu et al., 2003). Dies konnte durch Western Blot-Anaylsen und durch 










Abbildung 7: Expression von PrPC der Rötelmaus in Zellkultur 
A) Detektion von PrPC mit verschiedenen Punktmutationen im Lysat von transient 
exprimierenden RK13-Zellen. B) Detektion von PrPC der Rötelmaus im Lysat von Zell-Linien die 
PrPC entweder durch Zugabe von Doxycyclin ins Kulturmedium induziert oder konstitutiv 
exprimieren. Die Western Blot-Analysen wurden mit dem monoklonalen 6H4-Antikörper 
durchgeführt. Molekulargewichtsstandards sind links in kDa angegeben. 
 
 
Im Vergleich zu Zell-Linien, bei denen die PrPC-Expression durch Zugabe von 
Doxycyclin ins Kulturmedium induziert werden kann, konnte bei konstitutiv 
exprimierenden Zellen auch nach mehrfacher Passagierung keine Reduktion des 
Expressionsniveaus festgestellt werden, weshalb für die weiteren Experimente 
konstitutiv exprimierende Zell-Linien verwendet wurden. Weiterhin wurden stabile 
Zell-Linien erstellt, welche die Wildtyp-PrPC-Sequenzen vom Schaf mit dem Genotyp 
ARQ (A136, R154, Q171) und ARR (A136, R154, R171) konsitutiv exprimieren. Der 
Genotyp ARR ist bei Schafen mit einer erhöhten Unempfindlichkeit gegenüber einer 
Scrapie-Infektion assoziiert (Goldmann et al., 1990). Weitere stabile RK13-Linien 
wurden für die konstitutive Expression des PrPC von Rind, Maus und Hamster erstellt. 
Um das Verhalten der verschiedenen Varianten des zellulären Prionproteins gegenüber 
unterschiedlichen Erregerstämmen zu untersuchen, wurde PrPSc aus verschiedenen 
induzierbar konstitutiv 









infizierten Spezies aufgereinigt (siehe 2.2.4.10.). Zur Überprüfung der Anreicherung 
wurde die Aufreinigungsprozedur durch Western Blot-Analysen von Aliquots der 
einzelnen Aufreinigungsfraktionen verfolgt. Der Großteil des PrPSc aus dem 
Hirnhomogenat war in der Suspension des finalen Pelltes wiederzufinden (Abbildung 
8A). Durch Silbergel-Analysen und einen Vergleich mit parallel im Western Blot 
analysierten Proben wurde der Grad der Aufreinigung beurteilt und mit einer 











Abbildung 8: Aufreinigung von PrPSc aus Gehirnen infizierter Rötelmäuse 
A) Aufreinigung von PrPSc aus 1,9 g Hirngewebe von Rötelmäusen infiziert mit 139A. Die 
Western Blot-Analyse wurde nach PK-Verdau mit dem 6H4-Antikörper durchgeführt. roh: 20 µl 
(von 34 ml) des 5%igen Roh-Homogenats; geklärt: 20 µl (von 30 ml) des durch Zentrifugation 
geklärten Homogenats; Ü1: 20 µl (von 30 ml) des Überstandes der ersten Ultrazentrifugation; 
Ü2: 20 µl (von 17,5 ml) des Überstandes der zweiten Ultrazentrifugation; final: 5 µl (von 200 µl) 
der Suspension des finalen Pellets. B) Silberfärbung einer SDS-PAGE von 2 µl des gereinigten 
139A aus (A). Parallel wurde 2 µl einer Kontroll-Präparation von uninfizierten Rötelmäusen 
aufgetragen. C) Parallel bearbeitete Western Blot-Analyse (Antikörper RA3153) der Proben aus 
(B). Molekulargewichtsmarker sind auf der linken Seite in kDa angegeben. 
 
 
Obwohl die Suspension des finalen Pellets überwiegend aus PrPSc bestand, konnte eine 
gewisse Kontamination mit anderen Gewebsproteinen, dessen Grad von dem 
aufgereinigten Erregerstamm abhing, festgestellt werden (Abbildung 9). Der 
Proteingehalt der PrPSc-Präparationen wurde mit dem BCA-Assay bestimmt und die 
PrPSc-Konzentration über eine Eichgerade aus rekombinanten PrP mit bekannter Menge 
ermittelt (Tabelle 10, siehe 2.2.4.10.). 
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Abbildung 9: Silberfärbung einer SDS-PAGE verschiedener PrPSc-Präparationen 
Die Suspension des finalen Pellets aus der Aufreinigung verschiedener Erregerstämme (siehe 
2.2.4.10) wurde in einer SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt und einer Silberfärbung 
unterzogen. Wenn nicht anders angegeben (2: 2 µl; 3: 3 µl) wurde 1 µl der Suspension des 
finalen Pellets ohne PK-Verdau aufgetragen. Die Banden von PrPSc sind mit Klammern rechts 
markiert. Zur Kontrolle wurde eine Aufreinigung mit Hirnen uninfizierter Rötelmäuse 
durchgeführt (uninf.) und 2 µl davon mit auf das Gel aufgetragen. Die Größen des 




Wie aus Abbildung 6B und 10A ersichtlich ist, wurde bei der Konversionsmethode nach 
Kocisko et al. PrPC ohne das Vorhandensein von PrPSc nicht in PrPres konvertiert. Dies 
war auch dann nicht der Fall, wenn anstelle von PrPSc eine vergleichbare Menge von 
einer Präparation aus uninfizierten Hirnen in die Reaktion gegeben wurde (Daten nicht 
abgebildet). Auch die mutierten Prionproteine bildeten unten den angelegten 
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Um die Auswertung der Konversionseffizienzen zu erleichtern, wurde das radioaktiv 
markierte PrPC aus Zellen gewonnen, die mit Tunicamycin behandelt worden waren, 
wodurch die Glykosylierung des PrPC unterbunden wurde und daher nicht drei sondern 
nur eine PrPC-spezifische Bande in der SDS-PAGE zu erkennen war (Abbildung 10-12). 
Im Gegensatz zu PrPC waren bei dem neugebildeten PrPres teilweise mehrere Banden 
zu erkennen, was möglicherweise auf die Existenz von unterschiedlichen 
Faltungsintermediaten mit differierendem Protease-resistenten Proteinbereich 
zurückzuführen ist (Kocisko et al., 1995). Das Bandenmuster wies dabei eine 














Abbildung 10: In vitro Konversion von Rötelmaus-PrPC durch verschiedene Erregerstämme 
Phosphorimage der Konversion von deglykosyliertem, 35S-markiertem Rötelmaus-PrPC in 
PrPres durch verschiedene in Rötelmäusen passagierten Erregerstämme. 9/10 des 
Reaktionsansatzes wurden mit Proteinase K verdaut und 1/10 des Reaktionsansatzes wurde 
unverdaut aufgetragen. cg139A: 139A aus der Maus mehrfach passagiert in Rötelmäusen; 
cgSs3: Scrapie (Italy) vom Schaf mehrfach passagiert in Rötelmäusen; cg301C: BSE-
verwandter Stamm aus der Maus mehrfach passagiert in Rötelmäusen; cgBSE: BSE passagiert 
in Schafen und anschließend mehrfach passagiert in Rötelmäusen. Das Molekulargewicht ist 










































Abbildung 11: Homologe in vitro Konversionsreaktionen von Maus und Hamster 
Phosphorimage der homologen Konversion (PrPC und PrPSc mit gleicher Aminosäuresequenz) 
von 35S-markiertem PrPC der Maus und des Hamsters. 9/10 des Reaktionsansatzes wurden mit 
Proteinase K verdaut und 1/10 des Reaktionsansatzes wurde unverdaut aufgetragen. ME7 und 
RML: Erregerstämme der Maus; 263K: Hamster-Erregerstamm. Der Molekulargewichtsstandard 













Abbildung 12: Homologe Konversionsreaktionen von Rind und Schaf 
Phosphorimage der homologen Konversion von Rind und Schaf mit dem Genotyp ARQ (A136, 
R154, Q171). Die Konversionseffizienz ist abhängig von der GndHCl-Konzentration. 9/10 des 
Reaktionsansatzes wurden mit Proteinase K verdaut und 1/10 des Reaktionsansatzes wurde 
unverdaut aufgetragen. BSE: Erregerstamm des Rindes; Scrap Italy: Scrapie-Erregerstamm 
eines aus Italien stammenden Scrapie-Falles; Scrap UK: Scrapie-Erregerstamm eines aus 
Großbritannien stammenden Scrapie-Falles. GndHCl: Guanidinium-Hydrochlorid. Der 
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Des Weiteren mussten abhängig vom verwendeten Erregerstamm durch Zugabe von 
Guanidinium-Hydrochlorid (GndHCl) zum Reaktionspuffer leicht denaturierende 
Bedingungen eingestellt werden, um die Bildung von PrPres zu ermöglichen 
(Abbildung 12). Die optimierten GndHCl-Konzentrationen waren für BSE und Scrap 
Italy 0,4 M und für Scrap UK 0,7 M. Bei Reaktionen mit cg139A aus Rötelmäusen 
erzeugte die Zugabe von GndHCl eine Verringerung der Konversionseffizienz. Bei 
ME7 und RML war zwar unter nicht-denaturierenden Bedingungen eine PrPres-Bildung 
zu verzeichnen, die Zugabe von GndHCl verbesserte jedoch die Konversionseffizienz 
(Daten nicht abgebildet). Um weitgehend nicht-denaturierende, physiologische 
Bedingungen herzustellen, wurde nur bei Reaktionen mit Erregerstämmen, bei denen 
GndHCl zur Bildung von PrPres zwingend erforderlich war, GndHCl dem 
Reaktionsansatz beigefügt. 
 
3.1.3. Einfluss der Punktmutationen auf die Konversionseffizienz 
 
3.1.3.1. Homologe Konversion 
 
Um den Einfluss der Mutationen M109I, M109L, N155Y, N170S, N155Y-N170S und 
E227D auf die Umfaltung von PrPC der Rötelmaus in die Protease-resistente Isoform zu 
untersuchen, wurden nach einem abgewandelten Protokol von Kocisko et al. (Kocisko 
et al., 1994; Caughey et al., 1999a) in vitro Konversionsreaktionen mit den 
Erregerstämmen cg139A, cgSs3, cgBSE und cg301C aus Rötelmäusen durchgeführt. 
Zum Vergleich wurde die Konversion des PrPC der Hausmaus („a Allel“) und des 
Hamsters untersucht. Aus einer Reihe Einzelreaktionen wurden die mittleren 
Konversionseffizienzen bestimmt und im Vergleich dargestellt (Abbildung 13). 
Abbildung 13A zeigt die Konversionseffizienzen von Scrapie-verwandten 
Erregerstämmen (cg139A, cgSs3) und Abbildung 13B die von BSE-verwandten 
Erregerstämmen (cgBSE, cg301C). Die Konversionseffizienz der homologen 
Reaktionen (PrPC und PrPSc haben die gleiche Aminosäuresequenz) lagen abhängig vom 
Errergerstamm bei 10-35%. Bei allen Erregerstämmen hatten die Mutationen an Codon 
155 und 170 einen reduzierenden Einfluss auf die Konversionseffizienz. Die Mutation 
E227D verursachte bei keinem der verwendeten Erregerstämme eine signifikante 






























Abbildung 13: Konversion von verändertem Rötelmaus-PrPC durch Rötelmaus-Erregerstämme 
35S-PrPC wurde durch Immunpräzipation mit dem Antikörper RA3153 aufgereinigt und mit 
Erregerstämmen der Rötelmaus inkubiert. Aus dem Vergleich der Bandenintensitäten vor und 
nach PK-Verdau wurden die Konversionseffizienzen von verschiedenen PrPC / PrPSc-
Kombinationen ermittelt (KVE [%] = [I+PK / (I-PK*10)]*100). Dargestellt ist der Mittelwert aus einer 
Anzahl von Einzelmessungen (n) und der Standardfehler. A) Konversion durch 139A aus 
Mäusen und Schaf-Scrapie eines Isolats aus Italien (Ss3) jeweils passagiert in Rötelmausen 
















































verwandte Erregerstamm 301C aus Mäusen jeweils passagiert in Rötelmäusen (cgBSE und 
cg301C); n ≥ 4. cg-Wt: Rötelmaus Wildtyp-PrPC; cg-M109I: Rötelmaus PrPC(M109I); cg-M109L: 
Rötelmaus PrPC(M109L); cg-N155Y: Rötelmaus PrPC(N155Y); cg-N170S: Rötelmaus 
PrPC(N170S); cg-N155Y-N170S: Rötelmaus PrPC(N155Y-N170S); cg-E227D: Rötelmaus 
PrPC(E227D); mm: Maus Wildtyp-PrPC(a Allel); ma: Hamster Wildtyp-PrPC. 
 
 
Maus-PrPC und Hamster-PrPC zeigten bei der Inkubation mit Erregerstämmen der 
Rötelmaus eine geringe Konversionsfähigkeit, wobei die Konversionseffizienz bei der 
Inkuabtion mit Maus-PrPC noch niedriger als die Konversionseffizienz von Hamster-
PrPC war. 
Der natürliche Polymorphismus an Codon 109 bewirkte in seiner Isoleucin-Ausprägung 
eine reduzierte Konversionseffizienz und auch der Austausch von Methionin gegen 
Leucin an dieser Position wies diese Tendenz auf. Außer bei cgBSE und cg301C hatte 
die Doppelmutation N155Y-N170S den am stärksten reduzierenden Effekt auf die 
Konversionseffizienz und war in der Lage, den Unterschied zwischen Rötelmaus und 
Hausmaus bei der Inkubation mit cg139A und cg301C vollständig zu nivellieren. Bei 
den Reaktionen mit cgSs3 lag die Konversionseffizienz bei Inkubation mit der 
Doppelmutation N155Y-N170S sogar noch unterhalb der von Maus-PrPC. Dass der 
Grad der Veränderung von Konversionseffizienzen durch die Einführung von 
Punktmutationen vom verwendeten Erregerstamm abhing, wird aus der Darstellung der 
relativen Konversionseffizienzen deutlich (Abbildung 14). 
Vor allem die Konversionsfähigkeit von PrPC mit Mutationen an den Codons 155 und 
170 war abhängig von dem verwendeten Erregerstamm. Aber auch die Konversion von 
anderen Wildtyp-PrPC-Sequenzen, wie vom Hamster oder von der Maus, zeigt eine 
Errergerstammspezifität, wobei insobesondere bei dem Erregerstamm cgSs3 eine 
höhere Konversionseffizienz bei diesen Wildtyp-PrPC-Sequenzen ermittelt wurde. 
Bezüglich der Reaktion auf die Mutationen an Codon 155 und 170 lassen sich die zwei 
BSE-verwandten Stämme von den Scrapie-verwandten Stämme unterscheiden, da 
sowohl bei der Inkubation mit cgBSE als auch mit cg301C die Konversion von 
PrPC(N155Y), PrPC(N170S) und PrPC(N155Y-N170S) stärker reduziert ist als bei den 
































Abbildung 14: Relative Konversionseffizienz verschiedener Rötelmaus-Erregerstämme 
Die Mittelwerte aus Abbildung 13 wurden mit ihren Standardfehlern auf die jeweilige homologe 
Reaktion (PrPC und PrPSc haben die gleiche Aminosäuresequenz) normiert (relative KVE [%] = 
[(KVEcg-Mutation / KVEcg-Wt)*100]). cg-Wt: Rötelmaus Wildtyp-PrPC; cg-M109I: Rötelmaus 
PrPC(M109I); cg-M109L: Rötelmaus PrPC(M109L); cg-N155Y: Rötelmaus PrPC(N155Y); 
cg-N170S: Rötelmaus PrPC(N170S); cg-N155Y-N170S: Rötelmaus PrPC(N155Y-N170S); 




3.1.3.2. Konversion durch Erregerstämme aus Maus und Hamster 
 
Durch die Veränderung der Sequenz des PrPC der Rötelmaus an den Codons 155 und 
170 in Maus-spezifische Aminosäuren konnte bei der Inkubation mit Rötelmaus-
Erregerstämmen eine Angleichung der Konversionseffizienz von Rötelmaus-Wildtyp-
PrPC an die Konversionseffizienz von Maus-Wildtyp-PrPC festgestellt werden 
(Abbildung 13, 14). Dass sich die Bedeutung der Codons 155 und 170 für die 
Speziesbarriere zwischen Rötelmaus und Maus auch in umgekehrter Richtung 
























Abbildung 15: Konversion veränderter Rötelmaus-PrPC durch ME7 aus Maus 
35S-PrPC wurde durch Immunpräzipation mit dem Antikörper RA3153 aufgereinigt und mit ME7 
aus der Maus inkubiert. Die Konversionseffizienzen wurden wie in Abbildung 13 nach der 
Formel KVE [%] = [I+PK / (I-PK*10)]*100) ermittelt und der Mittelwert mit Standardfehler von n ≥ 6 
dargestellt. mm: Maus Wildtyp-PrPC(a Allel); cg-Wt: Rötelmaus Wildtyp-PrPC; cg-M109I: 
Rötelmaus PrPC(M109I); cg-M109L: Rötelmaus PrPC(M109L); cg-N155Y: Rötelmaus 
PrPC(N155Y); cg-N170S: Rötelmaus PrPC(N170S); cg-N155Y-N170S: Rötelmaus PrPC(N155Y-
N170S); cg-E227D: Rötelmaus PrPC(E227D); ma: Hamster Wildtyp-PrPC. 
 
 
Inkubation mit dem aus Mäusen gewonnenen Erregerstamm ME7 ergab eine deutlich 
geringere Konversionseffizienz für das PrPC der Rötelmaus im Vergleich zum Maus-
PrPC. Durch die Doppelmutation N155Y-N170S konnte dieser Unterschied 
ausgeglichen werden, wobei die Einzelmutationen N155Y und N170S nur eine geringe 
Veränderung bewirkten. Wie aufgrund der Ergebnisse aus der Inkubation mit 
Rötelmaus-Erregerstämmen erwartet, zeigte das am Codon 227 abgewandelte 
Rötelmaus-PrPC (E227D) eine Konversionseffizienz vergleichbar mit der Rötelmaus-
Wildtyp-Sequenz. Die im Hinblick auf den natürlichen Polymorphimus an Codon 109 
interessante Mutation M109I bewirkte eine Reduktion der Konversionseffizienz, 
allerdings rief auch die Veränderung der Rötelmaus-Wildtypsequenz an der gleichen 
Position in die Maus-spezifische Aminosäure Leucin eine Reduktion hervor. Hamster-
PrPC war durch ME7 unter den angewandten Reaktionsbedingungen nur mit einer sehr 












Abbildung 16: Konversion von Maus-, Rötelmaus- und Hamster-PrPC durch RML 
Phosphorimage der Konversion von Maus-, Rötelmaus- und Hamster-PrPC durch RML aus 
Maus. 9/10 des Reaktionsansatzes wurden mit Proteinase K verdaut und 1/10 des 
Reaktionsansatzes wurde unverdaut auf das Gel aufgetragen. GndHCl: Guanidinium-
Hydrochlorid. Der Molekulargewichtsstandard ist auf der linken Seite in kDa angegeben. 
 
 
Aus in vivo Daten geht hervor, dass die Speziesbarriere zwischen Hamster und Maus 
relativ stark ausgeprägt ist (Kimberlin et al., 1987; Scott et al., 1989; Priola & 
Chesebro, 1995). Allerdings konnte in vitro für den aus Maus isolierten Erregerstamm 
RML unter denaturierenden Bedingungen Protease-resistentes Prionprotein des 
Hamsters mit einer höheren Effizienz erzeugt werden (Kocisko et al., 1995), als es in 
dieser Arbeit mit ME7 möglich war (Abbildung 15). Daher wurden Kontroll-
Reaktionen mit RML unter denaturierenden Bedingungen durchgeführt. Wie in 
Abbildung 16 dargestellt, ist Hamster-PrPC mit dem Maus-Erregerstamm RML deutlich 
in PrPres konvertierbar, jedoch mit einer geringeren Effizienz als Maus-PrPC. 
Obwohl sich die Aminosäuresequenz des Hamsters und der Rötelmaus sehr ähnlich 
sind, war die Konversion von Hamster-PrPC durch Rötelmaus-Erregerstämme relativ 
ineffizient (Abbildung 13, 14). Bei der Inkubation von Rötelmaus-PrPC mit dem 
Hamster-Erregerstamm 263K hingegen konnte eine Konversionseffizienz ermittelt 
werden, die der von Hamster-PrPC entspricht (Abbildung 17). Die Maus-spezifischen 
Mutationen N155Y und N170S in der Rötelmaussequenz führten zu einer Abnahme der 
Konversionseffizienz, wobei die Mutation N155Y die Konversionseffizienz auf das 
Niveau von Maus-PrPC reduzierte, welches sich mit Hamster-263K nur sehr ineffizient 
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Abbildung 17: Konversion veränderter Rötelmaus-PrPC durch 263K aus Hamster 
Durch Immunpräzipation mit dem Antikörper RA3153 wurde 35S-PrPC aufgereinigt und mit 263K 
aus Hamstern inkubiert. Die Konversionseffizienzen wurden nach der Formel KVE [%] = 
[I +PK / (I -PK*10)]*100) ermittelt und der Mittelwert mit Standardfehler von n = 4 (bei cg-M109L: 
n = 3) dargestellt. ma: Hamster Wildtyp-PrPC; cg-Wt: Rötelmaus Wildtyp-PrPC; cg-M109L: 
Rötelmaus PrPC(M109L); cg-N155Y: Rötelmaus PrPC(N155Y); cg-N170S: Rötelmaus 




3.1.3.3. Konversion durch Erregerstämme aus Rind und Schaf 
 
Zur Beurteilung der Rolle der Primärsequenz für die hohe Empfindlichkeit der 
Rötelmaus im Vergleich zur Hausmaus gegenüber Schaf-Scrapie sowie der Resistenz 
gegenüber einer BSE-Infektion wurden in vitro Konversionsreaktionen mit gereinigtem 
BSE aus Rind und Schaf-Scrapie durchgeführt. 
Im Vergleich zum PrPC der Rötelmaus wurde mit Maus-PrPC bei der Konversion durch 
BSE eine höhere Konversionseffizienz ermittelt (Abbildung 18). Der Unterschied ließ 
sich durch die Einführung der Doppelmutation N155Y-N170S ausgleichen, wobei auch 
die Mutation N170S eine Erhöhung der Konversionseffizienz verursachte. Die 
Einzelmutation N155Y bewirkte hingegen eine Reduktion der Konversionseffizienz. 























Veränderung in der Konversionfähigkeit durch BSE. Hamster-PrPC ließ sich durch BSE 
nur sehr ineffizient konvertieren. 
Entgegen den Erwartungen aus den in vivo Daten wurde das PrPC der Maus auch mit 
Schaf-Scrapie besser konvertiert als das PrPC der Rötelmaus (Abbildung 19). Dies 
zeigte sich sowohl für den Erregerstamm aus Großbritannien (Scrap UK) als auch für 
den Erregerstamm aus Italien (Scrap Italy). Die Mutationen an den Codons 155 und 170 
bewirken eine Erhöhung der Konversionseffizienz, wobei die Doppelmutation N155Y-
N170S den Unterschied zwischen Maus und Rötelmaus ausgleichen konnte.  
 
Abbildung 18: Konversion veränderter Rötelmaus-PrPC durch BSE aus Rind 
35S-PrPC wurde durch Immunpräzipation mit dem Antikörper 3B5 aufgereinigt und mit BSE aus 
Rind bei 0,4 M GndHCl inkubiert. Die Konversionseffizienzen wurden nach KVE [%] = 
[I +PK / (I -PK*10)]*100) ermittelt und der Mittelwert mit Standardfehler von n ≥ 6 dargestellt. bt: 
Rind Wildtyp-PrPC; cg-Wt: Rötelmaus Wildtyp-PrPC; cg-M109I: Rötelmaus PrPC(M109I); 
cg-M109L: Rötelmaus PrPC(M109L); cg-N155Y: Rötelmaus PrPC(N155Y); cg-N170S: 
Rötelmaus PrPC(N170S); cg-N155Y-N170S: Rötelmaus PrPC(N155Y-N170S); cg-E227D: 
Rötelmaus PrPC(E227D); mm: Maus Wildtyp-PrPC(a Allel); ma: Hamster Wildtyp-PrPC. 
 
 
Die Konversionseffizienz des PrPC mit der Mutation E227D war vergleichbar mit der 
ermittelten Konversionseffizienz der Rötelmaus-Wildtypsequenz. Hamster-PrPC wurde 
durch Schaf-Scrapie nur sehr ineffizient konvertiert. Neben der homologen Reaktion 
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vom Genotyp ARR (A136, R154, R171) durchgeführt. Der ARR-Genotyp ist mit der 
erhöhten Resistenz gegenüber einer Scrapie-Infektion bei Schafen assoziiert (Goldmann 
et al., 1990). Dem entsprechend war Schaf-PrPC(ARR) im Vergleich zu Schaf-




Abbildung 19: Konversion veränderter Rötelmaus-PrPC durch Schaf-Scrapie 
Durch Immunpräzipation mit dem Antikörper 3B5 wurde 35S-PrPC aufgereinigt und mit Scrapie 
vom Schaf eines Falles aus Großbritannien (Scrap UK) und eines Falles aus Italien (Scrap Italy) 
inkubiert. Reaktionen mit Scrap UK wurden mit 0,7 M GndHCl und Reaktionen mit Scrap Italy 
mit 0,4 M GndHCl durchgeführt. Die Konversionseffizienzen wurden nach KVE [%] = 
[I +PK / (I -PK*10)]*100) ermittelt und der Mittelwert mit Standardfehler von n ≥ 6 dargestellt. 
oa-ARQ: Schaf Wildtyp-PrPC(Genotyp ARQ); cg-Wt: Rötelmaus Wildtyp-PrPC; cg-M109I: 
Rötelmaus PrPC(M109I); cg-M109L: Rötelmaus PrPC(M109L); cg-N155Y: Rötelmaus 
PrPC(N155Y); cg-N170S: Rötelmaus PrPC(N170S); cg-N155Y-N170S: Rötelmaus PrPC(N155Y-
N170S); cg-E227D: Rötelmaus PrPC(E227D); mm: Maus Wildtyp-PrPC(a Allel); ma: Hamster 
Wildtyp-PrPC; oa-ARR: Schaf Wildtyp-PrPC(Genotyp ARR). 
 
3.2. Vernetzung von PrP-Aggregaten und molekulare Architektur 
 
Nach der Prion-Hypothese ist für die Konversion von PrPC zu PrPSc eine direkte 
Wechselwirkung der beiden PrP-Isoformen erforderlich (Prusiner, 1998). 
Veränderungen in der Aminosäuresequenz beeinflussen die Effizienz der strukturellen 
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Umwandlung höchstwahrscheinlich durch eine Veränderung der dafür nötigen 
Interaktionsflächen. Diese Interaktionsflächen sind aufgrund der Flüchtigkeit der 
Aggregationsintermediate und der Unzugänglichkeit von PrPSc für die klassische 
Strukturaufklärung weitgehend unbekannt. Es wurde daher der Versuch unternommen, 
PrP-Aggregate durch kovalente Vernetzung zu stabilisieren und sie dadurch 
biochemischen und strukturellen Analysen zugänglich zu machen.  
 
3.2.1. Vernetzung von rPrP-Aggregaten 
 
Um Aggregate von rekombinantem Prionprotein (rPrP) zu erzeugen, wurde ein 
etablierter Detergenz-Verdünnungsassay eingesetzt (Post et al., 1998). Dieser Assay 
beruht auf der Löslichkeit von α-helicalem rPrP in wässrigem Puffer (pH 7,2) mit 
Natriumdodecylsulfat (SDS) in einer Konzentrationen von über 0,2 % und der 
Eigenschaft von rPrP eine β-Faltblattreiche Struktur anzunehmen und Oligomoere zu 
bilden, sobald die SDS-Konzentration herabgesetzt wird. Mit einer Mischung aus zwei 
unterschiedlich markierten rPrP-Fraktionen kann der so hervorgerufene 
Aggregationsprozess mit Hilfe der Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie (FCS) 
untersucht werden (Schwille et al., 1997). Eine Aggregationskinetik von humanem rPrP 
nach Reduktion der SDS-Konzentration ausgewertet über die 
Kreuzkorrelationsamplitude (G(0)), als Maß für die Proteinaggregation, ist in 
Abbildung 20A dargestellt. Aufgrund der Aggregation des markierten rPrP erhöht sich 
die Kreuzkorrelationsamplitude im Vergleich zu Kontroll-Reaktionen mit 0,2 % 
SDS (■) wenn die SDS-Konzentration auf 0,02 % abgesenkt wird (□). Die 
Kreuzkorrelationsamplitude steigt weiter an, wenn die SDS-Konzentration auf 0,01 %, 
abgesenkt wird, wie Abbildung 20B (□) verdeutlicht. Werden voraggregierte Oligomere 
von unmarkiertem rPrP als Aggregationskeime („Seeds“) in die Reaktion gegeben 
(Abbildung 20B, ∆), wird die Kreuzkorrelationsamplitude abermals erhöht. Obwohl in 
einigen Einzelmessungen die initiale Oligomerisierung verfolgt werden konnte (Box in 
Abbildung 20B), hatte im Mittel die Aggregation vor der ersten Messung schon ein 
hohes Niveau erreicht, was verdeutlicht, dass die Induktion der Aggregation durch 






























Abbildung 20: Aggregation von humanen rPrP 
A) Eine Mischung von Alexa 488- und Alexa 633-markiertem rekombinanten Prionprotein (ca. 
30 nM) wurde in Phosphatpuffer mit 0,2% (■) bzw. 0,02% (□) SDS für 5 h bei Raumtemperatur 
inkubiert. Während dessen wurden die Ansätze mittels FCS untersucht (gescannte Messungen 
alle 6 min). Abgebildet sind die Mittelwerte ± Standardfehler der Kreuzkorrelationsamplitude 
G(0) von vier unabhängigen Experimenten. B) Unmarkiertes rPrP (2 µM) wurde durch 
Inkubation für 3 h bei Raumtemperatur in Phosphatpuffer mit 0,02% SDS aggregiert. Ein Aliquot 
dieses voraggregierten, unmarkierten rPrP wurde 1:20 in eine Lösung von Fluoreszenz-


























wurden für weitere 5 h inkubiert und während dessen mittels FCS untersucht (gescannte 
Messungen). Als Kontrolle wurden Ansätze ohne die Zugabe von voraggregiertem, 
unmarkiertem rPrP untersucht (□). Die Mittelwerte ± Standardfehler der 
Kreuzkorrelationsamplitude (G(0)) von vier unabhängigen Experimenten sind abgebildet. Die 
Kurven in der seitlich abgebildeten Box stellen einen Ausschnitt aus einer repräsentativen 
Einzelmessung dar und verdeutlichen die schnelle Kinetik der induzierten Aggregation. 
 
Aggregate von rPrP, welche durch die Verdünnung der SDS-Konzentration erzeugt 
wurden, lösen sich auf, wenn sie wieder höheren SDS-Konzentrationen ausgesetzt 
werden (Levin et al., 2005), weshalb sich biochemische Untersuchungen an diesen 
Aggregaten als schwierig erweisen. Mit einer foto-induzierten Vernetzungsmethoden, 
welche auf der direkten Vernetzung von Proteinen über Aminosäurereste (vorzugsweise 
Tyrosin) beruht (Fancy & Kodadek, 1999), konnten rPrP-Aggregate stabilisiert werden, 
wodurch sie resistent gegenüber einer Auflösung durch hohe SDS-Konzentrationen 
wurden (Abbildung 21). Die Vernetzungseffizienz wurde durch Western Blot-Analyse 
sowie mittels FCS ausgewertet. Eine Western Blot-Analyse von vernetzten rPrP-
Aggregaten ist in Abbildung 21A dargestellt. Fluoreszenz-markiertes rPrP wurde dazu 
bei unterschiedlichen SDS-Konzentrationen (0,2 %, 0,06 %, und 0,02 %) inkubiert und 
Aliquots zur foto-induzierten Vernetzung durch Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) 
und Rutheniumbipyridylchlorid (Ru(pby)) und anschließender Belichtung mit 
unterschiedlichen Lichtintensitäten entnommen. Als Kontrollen wurden Aliquots 
unbehandelt belassen (-) oder nur mit den Vernetzungskomponenten (APS und 
Ru(bpy)) versetzt und ohne anschließende Belichtung analysiert (CL).  
Von Ansätzen mit hohen SDS-Konzentrationen (0,2 %) konnten nur Banden mit dem 
Molekulargewicht von monomerem rPrP detektiert werden (Abbildung 21A, Spur 1-3). 
Sogar die höchste Belichtungsintensität (100 %) konnte keine Bandensignale oberhalb 
des Molekulargewichtes von monomerem rPrP hervorrufen, was darauf hindeutet, dass 
bei gelöstem rPrP die reaktiven Aminosäurenreste für eine Vernetzung nicht dicht 
genug beieinander liegen. Im Gegensatz dazu zeigten die Ansätze, die mit geringen 
SDS-Konzentrationen (0,02 %), also unter Aggregations-fördernden Bedingungen 
(Abbildung 20A), inkubiert wurden, eine Reihe von Banden mit höherem 
Molekulargewicht, welche auf die Vernetzung von rPrP-Molekülen zu Dimeren, 
Trimeren und Multimeren höherer Ordnung zurückzuführen sind (Abbildung 21A, Spur 
10-12). Dass das Auftreten von Vernetzungsprodukten bei den Ansätzen mit 0,02 % 
SDS auf dem Aggregationszustand und nicht auf der SDS-Konzentration beruht, konnte 
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dadurch gezeigt werden, dass sich mit rPrP unmittelbar nach Verdünnung der SDS-
Konzentration ohne Inkubationsphase keine Vernetzungsprodukte erzeugen ließen 
(Daten nicht abgebildet). 
Mit stärkeren Lichtintensitäten erhöhte sich die Stärke der Banden mit höherem 
Molekulargewicht, wohingegen die Intensität der Monomer-Banden abnahm, was auf 
die Einbindung der Monomere in Oligomer-Komplexe zurückzuführen ist. Wenn rPrP-
Aggregate ohne anschließende Belichtung nur mit den Vernetzungskomponenten APS 
und Ru(bpy) versetzt wurden oder wenn die Proben ohne die Vernetzungskomponenten 
belichtet wurden, konnten keine Signale von Komplexen höherer Ordnung detektiert 
werden (Spur 8 und 9). Ansäzte von rPrP die bei intermediären SDS-Konzentrationen 
(0,06 %) inkubiert wurden, zeigten keine Banden mit einem Molekulargewicht höher 
als monomeres rPrP, allerdings konnte bei einer Belichtung mit 100 % Intensität weder 
monomeres noch multimeres rPrP detektiert werden (Spur 7). Eine reduzierte 
Bandenintensität im Western Blot war auch für rPrP, welches bei 0,02 % SDS 
aggregiert wurde, zu beobachten, wenn die Belichtung mit einer Intensität von 10 % 
bzw. 20 % durchgeführt wurde. Eine Belichtung mit 100 % Intensität führte zu einem 
totalen Verlust der Banden in der Western Blot-Analyse. Es ist anzunehmen, dass sich 
bei der Verwendung von hohen Lichtintensitäten große Multimerkomplexe bilden, 
deren Molekulargewicht die Porengröße der SDS-PAGE (10 % Acrylamide) 
überschreitet und die denaturierten Proteine daher nicht in die Gelmatrix eindringen 
können. Ein weiterer Effekt, der zum Abnehmen der Bandenintensität führen könnte, ist 
die in der Dot Blot-Analyse beobachtete reduzierte Reaktivität der vernetzten Proteine 
mit dem Antikörper, welche durch eine verminderte Zugänglichkeit der Antikörper-
Epitope zustande kommen könnte (Daten nicht abgebildet). Um die Vernetzung auf 
einzelmolekularer Ebene zu untersuchen, wurden FCS-Messungen von 10-fachen 
Verdünnungen der für den Western Blot aus Abbildung 21A verwendeten Proben 
durchgeführt. Die mittlere Diffusionszeit der Partikel durch den Laser-Focus der FCS-
Apperatur, welche ein Maß für die Partikelgröße darstellt, ist in 21B gezeigt. Wie auch 
in der Western Blot-Analyse beobachtet, zeigen die Proben mit hohen (0,2 %) oder 
mittleren (0,06 %) SDS-Konzentrationen Diffusionszeiten, welche charakteristisch für 






























Abbildung 21: Stabilisierung von rPrP-Aggregaten  
A) Fluoreszenz-markiertes rekombinantes Prionprotein (ca. 30 nM) wurde in Phosphatpuffer mit 
0,2 %, 0,06 % oder 0,02 % SDS für 3 h bei Raumtemperatur inkubiert, vernetzt und im Western 
Blot mit dem Antikörper 3B5 analysiert. Die durch intermolekulare Vernetzung entstandenen 
Mulitmere sind mit Pfeilen markiert, wobei mit einer Klammer an der rechten Seite die diffusen 
Signale von Multimeren mit hohem Molekulargewicht gekennzeichnet sind. B) Die Proben von 
Fluoreszenz-markiertem rPrP aus Abbildung 22A wurden nach der kovalenten Vernetzung 1:10 
in ihrem Inkubationspuffer verdünnt und mittels FCS untersucht. Die durch graue Hinterlegung 
markierten Proben wurden in Phosphatpuffer mit 0,2% SDS verdünnt, um unstabilisierte 
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der Auto-Korrelationsanalyse von 3 unabhängigen Ansätzen, die jeweils fünf Mal gemessen 
wurden. Die Proben wurden im Western Blot und mittels FCS entweder unbehandelt (-), nach 
Zugabe der Vernetzungskomponenten (100 µM APS, 5 µM Ru(bpy)) jedoch ohne Belichtung 
(CL) oder nach der Zugabe der Vernetzungskomponenten mit anschließender Belichtung mit 
Neutralfiltern unterschiedlicher Durchlässigkeit (1 %, 5 %, 10 %, 20 % oder 100 %) analysiert.  
 
 
Im Gegensatz dazu ist die mittlere Diffusionszeit in den Ansätzen mit geringen SDS-
Konzentrationen (0,02 %) erhöht und entspricht einer durchschnittlichen Partikelgröße 
von ungefähr 10-20 rPrP-Monomere (Abbildung 21B, Spuren auf der linken Seite). 
Diese Diffusionszeiten blieben unverändert, wenn die Proben einer foto-induzierten 
Vernetzung unterzogen wurden, weshalb anzunehmen ist, dass die Vernetzung die 
Struktur der Aggregate und den Grad der Oligomerisierung nicht beeinträchtigt (außer 
mit 100 % Lichtintensität). Wurden die rPrP-Aggregate durch eine Erhöhung der SDS-
Konzentration von 0,02 % auf 0,2 % aufgelöst, sank die Diffusionszeit auf das Niveau 
von unaggregiertem rPrP ab, wenn die Aggregate nicht durch die foto-induzierte 
Vernetzung stabilisiert wurden (Abbildung 21B; CL, 0,02 % SDS => 0,2 % SDS). 
Ansätze die einer Vernetzungsprozedur unterzogen wurden, behielten ihre verlängerte 
Diffusionszeit auch nach der Erhöhung der SDS-Konzentration, wenn die Proben mit 
einer geeigneten Intensität belichtet wurden (10 % und 20 %). Mit geringeren 
Intensitäten fiel die Diffusionszeit nach SDS-Konzentrationserhöhung wieder auf das 
Niveau von monomerem rPrP (1 %) bzw. auf ein mittleres Niveau (5 %) ab, was darauf 
hindeutet, dass die Aggregate unter diesen Bedingungen nur partiell vernetzt und nicht 
vollständig stabilisiert wurden. Bei mit sehr hohen Lichtintensitäten (100 %) 
behandelten Proben, wurde eine unerwartet geringere Diffusionsgeschwindigkeit 
gemessen. Im Hinblick auf die Ergebnisse der Western Blot-Analyse (Abbildung 21A, 
Spur 14) ist dies wahrscheinlich auf eine „Über-Vernetzung“ zurückzuführen, wodurch 
mehrere in sich stabilisierte Oligomere vernetzt werden und so Multimere mit einem 
überhöhten Molekulargewicht entstehen, die nicht in die Matrix der SDS-PAGE 
eindringen können bzw. welche sich aufgrund ihrer Größe und daher ihrer langen 
Diffusionszeiten einer ungescannten FCS-Messung entziehen. Diese großen Partikel 
konnten jedoch in gescannten FCS-Messungen, bei denen ein größerer Bereich des 





























Abbildung 22: „Seeding“-Kapazität von stabilisierten rPrP-Oliogmeren  
Unmarkiertes rPrP (2 µM) wurde durch Inkubation in Phosphatpuffer mit 0,02% SDS für 3 h in 
Oligomere überführt. Aliquots dieses voraggregierten, unmarkierten rPrP wurden entweder 
unbehandelt belassen (∆), ohne anschließende Belichtung mit den Vernetzungskomponenten 
versetzt (333 µM APS, 16 µM Ru(bpy)) (▲) oder 2x mit 100 % Intensität nach der Zugabe von 
333 µM APS und16 µM Ru(bpy) belichtet (◊) und in einem Verhältnis von 1:20 in eine Lösung 
von Fluoreszenz-markiertem rPrP (ca. 5 nM) in Phosphatpuffer mit 0,01 % SDS gegeben. Die 
Ansätze wurden anschließend für weitere 5 h inkubiert, während dieser Zeit mittels FCS 
untersucht (Messungen von 10 s jede 8 min) und mit Ansätzen verglichen, zu denen keine 
voraggregierten, unmarkierten rPrP-Oligomere gegeben wurden (□). Die Mittelwerte ± 
Standardfehler der Kreuzkorrelationsamplituden (G(0)) von vier unabhängigen Experimenten 
sind abgebildet. Die Kurven in der seitlich abgebildeten Box zeigen einen Ausschnitt aus einer 




Die stabilisierten rPrP-Oligomere wurden weiterhin auf ihre Fähigkeit überprüft, als 
„Seed“ eine Aggregation zu induzieren. Wie schon in Abbildung 20B dargestellt, 
wurden Aggregationsreaktionen durchgeführt, zu denen vorgeformte, unmarkierte 
Aggregate gegeben wurden. Die vorgeformten „Seeds“ wurden jedoch vorher einer 
foto-induzierten Vernetzung unterzogen (Abbildung 22, ◊). Im Vergleich zu den 
Reaktionen, in denen die Aggregation durch Zugabe von unstabilisierten, vorgeformten 
Aggregaten beschleunigt wurde (Abbildung 20B und Abbildung 22, ∆), zeigten die 
stabilisierten Oligomere keine Beeinträchtigung ihrer Fähigkeit, Aggregation zu 
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induzieren. Dies deutet darauf hin, dass durch die intermolekulare Vernetzung die 
Aggregatstruktur zwar stabilisert, jedoch Epitope, die für das “Seeding“ von Bedeutung 
sind, nicht beeinträchtig werden (Piening et al., Amyloid, in revision).  
 
3.2.2. Stabilisierung von infektiösem PrPSc 
 
Nach der erfolgreichen foto-induzierten Stabilisierung von rPrP-Aggregaten wurde die 
Venetzungstechnik auf infektiöse Prionen ausgedehnt. Dazu wurde PrPSc aus Mäusen 














Abbildung 23: Intramolekulare Vernetzung von aufgereinigten Prionen 
Aufgereinigtes PrPSc aus Mäusen infiziert mit ME7 (200 ng/µl) wurde vor der foto-induzierten 
Vernetzung bei 37 °C für 1 h mit Proteinase K (0,1 mg/ml) verdaut. Der PK-Verdau wurde mit 
10 mM PefaBloc abgestoppt. Die Ansätze wurden anschließend mit 2 mM APS und 0,1 mM 
Ru(bpy) versetzt und mit 100 % Intensität 2 bzw. 5 Mal belichtet. Die Proben wurden 
anschließend deglykosyliert und einer Western Blot-Analyse mit dem polyklonalen Antikörper 




Wie aus der Western Blot-Analyse der deglykosylierten Proben (Abbildung 23) 
ersichtlich, waren durch die kovalente Verknüpfung von Monomeren Banden mit einem 
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Proben sowie bei den Kontroll-Proben, die nur belichtet oder nur mit APS bzw. Ru(bpy) 
versetzt wurden, waren zwar auch sehr schwache Dimer-Banden auszumachen 
(Abbildung 23, Spur 1-5), da jedoch für unbehandelte PrPSc-Präparationen mehrfach 
dimeres Prionprotein beschrieben wurde (Priola et al., 1995), sind die in den Kontroll-
Proben auftretenden Dimer-Banden auf eine intrinsische Eigenschaft von PrPSc 
zurückzuführen. Wie schon bei der Vernetzung von rekombinantem Prionprotein 
beobachtet werden konnte (Abbildung 21A), erhöhte sich einhergehend mit einer 
Abnahme der monomeren Bandenintensität auch beim vernetzten PrPSc mit steigender 
Belichtungsintensität die Stärke der Banden hochmolekularer Multimerkomplexe 
(Abbildung 23, Spur 7). Dies deutet darauf hin, dass bei höheren 














Abbildung 24: Intramolekulare Vernetzung von Prionen im Hirnhomogenat 
10 %iges Hirnhomogenat wurde mit 100 % Intensität 5 bzw. 10 Mal belichtet, wobei 
verschiedene Konzentrationen der Vernetzungskomponenten (CL) eingestellt wurden (1x: 1 mM 
APS, 0,05 mM Ru(bpy); 3,3x: 3,3 mM APS, 0,16 mM Ru(bpy)). Vernetzte Proben wurden mit 
Proteinase K (0,1 mg/ml) bei 37 °C für 1 h verdaut und anschließend mit PNGase F 
deglykosyliert. Die Western Blot-Analyse wurde mit dem monoklonalen Antikörper 3F4 
durchgeführt. Die durch intermolekulare Vernetzung entstandenen Mulitmere sind mit Pfeilen 
markiert. Der Stern markiert eine PrP-spezifische Bande, welche wahrscheinlich durch 
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Obwohl die Konzentration der Vernetzungskomponenten erhöht werden musste, konnte 
eine spezifische Vernetzung von PrPSc auch in 10 %igem Hirnhomogenat erreicht 
werden. Die Western Blot-Analyse von vernetztem Hamster-PrPSc (263K) verdünnt mit 
10 %igem Hirnhomogenat uninfizierter Tiere nach PK-Verdau und Deglykosylierung 
ist in Abbildung 24 dargestellt. Im Vergleich zu unbehandelten Proben (Spur 5) konnte 
nach der foto-induzierten Vernetzung eine Bande mit dem Molekulargewicht von 
dimerem Prionprotein detektiert werden (Spur 1-2). Des Weiteren war eine Bande mit 
dem Molekulargewicht von trimeren PrPSc nach PK-Verdau und Deglykosylierung zu 
beobachten (Spur 1-4). Allerdings lässt sich diese Bande auch durch die Dimerisierung 
von unvollständig verdautem bzw. unvollständig deglykosyliertem PrPSc erklären, 
welches als Monomer-Bande in der Western Blot-Analyse erkennbar war 
(Abbildung 24, Spur 1-4, mit Stern markiert). Wie erwartet, konnten nach der 
Vernetzung von Hirnhomogenat aus uninfizierten Tieren nach PK-Verdau keine PrP-
spezifischen Banden detektiert werden (Abbildung 24, Spur 5). 
Um zu beurteilen, ob die kovalente Vernetzung von Prionen die Infetiosität 
beeinträchtig, wurden in Hirnhomogenat verdünntes Hamster-PrPSc (263K) vernetzt und 
die Vernetzungsprodukte intrazerebral in Syrische Goldhamster inokuliert. Im 
Vergleich zu Kontrolltieren, welche mit unbehandeltem Hirnhomogenat inokuliert 
wurden und eine Inkuabtionszeit von 90 ± 3,7 Tagen (Mittelwert ± Standardfehler) 
aufwiesen, zeigte sich durch die Vernetzung des PrPSc im Inokulat keine signifikante 
Veränderung der Inkubationszeit (96 ± 5,2 Tage). Wie die Stabilisierung von rPrP-
Aggregaten auf deren „Seeding“-Kapazität (Abbildung 22) hat auch die kovalente 
Vernetzung der PrPSc-Aggregate keine Beinträchtigung der für die Vermehrung von 
Prionen notwendigen Protein-Oberflächen zur Folge (Piening et al., Amyloid, in 
revision). 
 
3.2.3. MS-Analyse von stabilisierten PrP-Aggregaten 
 
Um die Interaktionsflächen in PrP-Aggregaten genauer zu bestimmten, wurden 
Aggregate von rekombinantem humanen Prionprotein durch das Detergenz-
Verdünnungsverfahren (Post et al., 1998) erzeugt und durch foto-induzierte Vernetzung 
(Fancy & Kodadek, 1999) stabilisiert. Die resultierenden Vernetzungsprodukte wurden 
durch eine SDS-PAGE aufgetrennt und Monomer sowie Multimer-Banden aus dem Gel 
ausgeschnitten. Die ausgeschnittenen Banden wurden durch die Protease Trypsin, 
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welche Aminosäureketten hinter Lysinen und Argininen schneidet, verdaut. Die 
erhaltenen Peptide wurden einer Analyse durch Matrix-unterstützte Laser 
Desorption/Ionisation-Massenspektrometrie (MALDI-MS) unterzogen. Die erhaltenen 





















Abbildung 25: Massenspektrometrische Analyse von vernetzten rPrP-Aggregaten 
Unmarkiertes rPrP wurde durch Verdünnung der SDS-Konzentration von 0,2 % auf 0,02 % in 
Aggregate überführt. Die Aggregate wurden durch foto-induzierte Vernetzung stabilisiert und die 
Vernetzungsprodukte durch eine SDS-PAGE aufgetrennt. Aus der Coomassie-gefärbten SDS-
PAGE wurden die Banden von monomerem rPrP sowie von durch die Vernetzung 
entstandenem oligomeren rPrP ausgeschnitten und einem Verdau mit Trypsin unterzogen. Die 
durch den tryptischen Verdau entstandenen Peptide wurden aufgereinigt und mittels MALDI-
TOF im Reflektor-Modus analysiert. Die resultierenden Spektren sind für monomeres rPrP (A) 
und pentameres rPrP (B) dargestellt. rPrP-spezifische Massen sind mit (*) gekennzeichnet. Die 
differentiell auftretenden Massen 1794 und 2211 sind durch Umrahmung markiert. 
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Der Großteil der Massensignale mit hoher Intensität ließ sich Peptiden von 
unvernetztem rPrP zuordnen (Abbildung 25A). In den Spektren der 
Vernetzungsprodukte traten weiterhin Signale auf, die in den Spektren von monomerem 
rPrP nicht zu finden waren (Abbildung 25B) und daher aus der kovalenten Verbindung 
der Interaktionsflächen zweier benachbarter rPrP-Moleküle resultieren könnten. Die 
genaue Bestimmung dieser Peptide würde Aufschluss über die molekulen 
Interaktionsflächen in rPrP-Aggregaten liefern. Die Massen 1794 und 2211 traten 
beispielsweise differentiell in den Spektren der Vernetzungsprodukte auf und nahmen 
bei Oligomeren höherer Ordnung an Intensität zu. Obwohl sich diese neu auftretenden 
Massen außerdem durch in PrPSc-Modellen aneinanderliegende Peptide erklären ließen, 
deuteten Daten aus der Sequenzanalyse dieser Massen darauf hin, dass es sich hierbei 
um Trypsin-spezifische Artefakte handelte. Diese Vermutung wurde einerseits durch die 
Kontroll-Analyse von „Protein-freien“ Gelstücken und andererseits durch die Analyse 
von vernetzten rPrP-Aggregaten der Maus, welche an den entsprechenden Peptiden eine 
andere Aminosäuresequenz als humanes rPrP aufweist, gestützt. Es konnten daher 









Obwohl die Prion-Hypothese, welche ein zur autokatalytischen Vermehrung fähiges 
missgefaltetes Protein als infektiöses Agens postuliert (Prusiner, 1998), aufgrund 
zahlreicher experimenteller Belege allgemein akzeptiert ist, sind einige grundlegende 
Aspekte der Prionkrankheiten noch ungeklärt. So konnte die für den molekularen 
Beweis der Prion-Hypothese essentielle Vermehrung von infektiösen Prionen in vitro 
bisher nicht zweifelsfrei dargestellt werden. Weiterhin sind die molekularen Grundlagen 
für das Vorkommen verschiedener Erregerstämme innerhalb einer Spezies und der 
damit eng verknüpften Speziesbarrieren nur in Ansätzen aufgeklärt. Da angenommen 
wird, dass die Eigenschaften der Erregerstämme durch eine unterschiedliche 
Konformation des missgefalteten Prionproteins bestimmt werden, wird deutlich, dass 
eine Aufklärung der dreidimensionalen Struktur von PrPSc für die Klärung der mit der 
Speziesbarriere und den Erregerstämmen verbundenen Phänomene essentiell ist. Mit 
Hilfe von in vitro Konversionsexperimenten wurden diese Fragestellungen auf 
molekularer Ebene untersucht. Die erzielten Ergebnisse und ihre Bedeutung sollen in 
den folgenden Abschnitten diskutiert werden. 
 
4.1. Autokatalytische Vermehrung von Infektiösität in vitro 
 
Zur Darstellung der autokatalytischen Vermehrung von PrPres und zur Erzeugung von 
Infektiösität in vitro wurden serielle PMCA-Experimente durchgeführt (Abbildung 2). 
Mit Hilfe der PMCA-Reaktion kann durch eine zyklische Abfolge von 
Ultraschallbehandlungen und Inkubationphasen die Protease-resistente Isoform des 
Prionproteins (PrPres) in Hirnhomogenat in vitro amplifiziert werden (Saborio et al., 
2001). Wie in der Abbildung 2B dargestellt ist, konnte nach einer seriellen PMCA 
(sPMCA), bei welcher fünfzehn PMCA-Zyklen durchgeführt wurden und zwischen 
jedem Zyklus der Reaktionsansatz mit uninfiziertem Hirnhomogenat verdünnt wurde, 
noch PrPres detektiert werden. Die Quantifizierung ergab eine 200.000-fache 
Amplifikation von PrPres bei gleichzeitiger Verdünnung des am Anfang der Reaktion 
eingesetzten, aus Hirnen infizierter Tiere isolierten PrPSc um den Faktor 372.529. Dass 
in allen PMCA-Zyklen eine Amplifikation von PrPres erfolgte und daher nach einer so 
hohen Verdünnung des infektiösen Ausgangsmaterials noch PrPres und 
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Konversionsaktivität detektiert werden konnten, zeigt, dass in vitro erzeugtes 
missgefaltetes Prionprotein die Fähigkeit zur autokatalytischen Vermehrung besitzt. 
Dass das durch sPMCA-Reaktionen neu gebildete PrPres auch infektiös ist, konnte 
durch Inokulation der sPMCA-Produkte in Syrische Goldhamster gezeigt werden. 
Durch Koppelung des PrPres an ein inertes Trägermaterial wurde sogar ein infektiöser 
Titer erzielt, der sich nicht von dem einer entsprechende Menge aus Hirnen infizierter 
Tiere gewonnenen PrPSc unterscheiden ließ. Daraus wird deutlich, dass sich, der Prion-
Hypothese entsprechend, Prionen in vitro autokatalytisch vermehren lassen und die 
Infektiösität der in vitro erzeugten Prionen der von aus Hirnen isolierten Prionen 
entspricht, wenn die Struktur der PrP-Aggregate bestimmte Kriterien erfüllt (Weber et 











Abbildung 26: Mechanistische Modelle zur PrPSc-Bildung 
A) Nach dem „Heterodimer“-Modell stellt die initiale Umfaltung von PrPC zu PrPSc den 
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der PrPSc-Bildung dar. Die Umfaltungsreaktion benötigt 
möglicherweise ein Faltungsintermeditat (PrP*). Schon gebildetes PrPSc ist in der Lage die 
Umfaltung von PrPC durch die Bildung eines „Heterodimers“ zu katalysieren. Das dadurch 
entstandene PrPSc-Dimer dissoziiert und die PrPSc-Monomere sind in der Lage weiteres PrPC zu 
konvertieren. Die Oligomerisierung von PrPSc zu größeren Aggregaten ist dabei ein sekundärer 
Prozess. B) Bei dem „seeded polymerisation“-Modell ist die Bildung eines Aggregationskeimes 
(„seed“) der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Auch hier benötigt die Umfaltungsreaktion 
möglicherweise ein Faltungsintermeditat (PrP*). Bei Überschreitung einer kritischen Größe ist 
der Aggregationskeim in der Lage, PrPC mit hoher Affinität zu binden und in PrPSc zu 
überführen. Die PrPC-Bindung und Konversion stabilisiert den Aggregationskeim, so dass die 
Aggregatgröße durch weitere PrPC-Assoziation und Umwandlung in PrPSc zunimmt. Große 



















Die Prion-Hypothese legt der Aggregation der missgefalteten Form des Prionproteins 
einerseits eine direkte Wechselwirkung der PrP-Moleküle und andererseits die 
Umfaltung von PrPC zu PrPSc zugrunde (Kocisko et al., 1995; Prusiner, 1996; 
Weissmann, 1996), wobei für den Mechanismus der PrPSc-Bildung im Wesentlichen 
zwei theoretische Modelle entwickelt wurden (Abbildung 26). Das „Heterodimer“-
Modell (Prusiner, 1991) geht von der Annahme aus, dass der 
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der PrPSc-Bildung, die initiale Umfaltung von 
PrPC zu PrPSc darstellt. Das gebildete PrPSc ist dabei in der Lage die weitere 
Umwandlung von PrPC in PrPSc zu katalysieren. Das dadurch entstehende PrPSc-Dimer 
dissoziiert anschließend in monomeres PrPSc. Die Polymerisation des PrPSc in größere 
Aggregate wird in diesem Modell als ein sekundärer Prozess betrachtet. Ein anderer 
Mechanismus der PrPSc-Bildung wird im „seeded polymerisation“-Modell zugrunde 
gelegt (Jarrett & Lansbury, Jr., 1993). Dieses Modell postuliert im Gegensatz zum 
„Heterodimer“-Modell als geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der PrPSc-Bildung die 
Formation von Aggregationskeimen („seeds“), welche aus mehreren PrPSc-Monomeren 
bestehen. Diese initialen PrPSc-Oligomere sind bei Überschreitung einer kritischen 
Größe in der Lage, PrPC mit einer hohen Affinität zu binden und in PrPSc zu überführen. 
Die Vergrößerung der Aggregationskeime durch die Bindung und Konversion weiterer 
PrPC-Moleküle führt zu einer erhöhten Stabiliät der Oligomere. Die durch diesen 
Prozess entstehenden größeren Aggregate können in kleinere konversionsaktive „seeds“ 
zerfallen, wodurch die PrPSc-Bildung beschleunigt wird.  
In den seriellen PMCA-Experimenten hat sich das Zerbrechen der Aggregate durch die 
Ultraschallbehandlung und die dadurch hervorgerufene Vermehrung der 
Aggregationskeime als essentiell für eine effiziente autokatalytische Propagation von 
PrPres in vitro erwiesen (Abbildung 2D) (Piening et al., 2005), was für die Richtigkeit 
des „seeded polymerisation“-Modells spricht. Aufgrund weiterer experimenteller 
Belege für einen „seeded polymerisation“-Mechanismus (Come et al., 1993; Bessen et 
al., 1997) sowie den Ergebnissen von kinetischen Analysen auf der Grundlage 
biophysikalischer Kriterien, die gezeigt haben, dass ein lineares „Heterodimer“-Modell 
ohne einen kooperativen Bindungmechanismus die PrPSc-Aggregationkinetik nur 
ungenügend erklären kann (Eigen, 1996), ist somit das „seeded polymerisation“-Modell 




4.2. Primärsequenz, Proteinkonformation und Speziesbarriere  
 
Wie aus den Modellen zur PrPSc-Bildungskinetik (Abbildung 26) ersichtlich ist, spielt 
die Interaktion der PrP-Moleküle und die Konversion des zellulären Prionproteins in 
seine pathogene Isoform bei der PrPSc-Bildung eine wesentliche Rolle. Die 
Primärsequenz des Prionproteins hat dabei einen wichtigen Einfluss auf die 
Konversionseffizienz und damit auch auf die Übertragbarkeit einer TSE-Erkrankung auf 
verschiedene Spezies (Kocisko et al., 1995). Die Rolle der Primärsequenz für die 
Speziesbarrieren der Rötelmaus, welche aufgrund der hohen Empfindlichkeit für Schaf-
Scrapie und der Resistenz gegenüber einer BSE-Infektion von besonderem Interesse für 
die Prionforschung ist, wurde mit Hilfe von in vitro Konversionsexperimenten 
untersucht. Fünf verschiedene in vitro Konversionsverfahren wurden dazu auf ihre 
Eignung geprüft, den Einfluss der Primärsequenz auf die Konversion des Prionproteins 
zu analysieren (Abbildung 4-6). Ein auf der Inkubation von gereinigtem PrPSc und 
gereinigtem, 35S-markierten PrPC basierendes Verfahren (Kocisko et al., 1994) wurde 
im Zuge dieser Evaluation für die weiteren Analysen ausgewählt, da durch die 
Verwendung von aufgereinigten Komponenten in diesem Konversionsverfahren der 
Einfluss von zusätzlichen Faktoren minimiert wurde und sich durch die Verwendung 
von radioaktiv markiertem PrPC das neu gebildete PrPres zweifelsfrei detektieren ließ 
(Abbildung 6B). Die mit Hilfe dieser Methode ermittelten Konversionsdaten, sind 
detailiert in Abbildung 13-19 dargestellt und in einem Gesamtüberblick in Abbildung 
27 zusammengefasst. 
 
4.2.1. Interaktion als Voraussetzung für die Konversion 
 
Da sich die Rötelmaus in Transmissionsstudien im Vergleich zur Hausmaus als 
empfindlicher gegenüber einer Infektion mit Schaf-Scrapie gezeigt, sich jedoch als 
resistent gegenüber einer BSE-Infektion erwiesen hat (Cartoni et al., 2005) (Agrimi 
unveröffentlicht), wurde zur Bewertung der Rolle der Primärsequenz für die 
differentielle Empfindlichkeit, die Sequenz des Prionproteins der Rötelmaus an den 
Codons 109, 155, 170 und 227 in Maus-spezifische Aminosäuren umgewandelt. Keine 
der eingeführten Mutationen M109I, M109L, N155Y, N170S, N155Y-N170S und 
E227D bewirkte unter den angewandten Reaktionsbedingungen die spontane 
Ausbildung einer Resistenz gegenüber einem Verdau mit Proteinase K ohne die 
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Anwesenheit von PrPSc. Weiterhin konnte beobachtetet werden, dass der Einfluss der 
Punktmutationen auf die Konverionseffizienz entscheidend von dem verwendeten 
Erregerstamm abhing. So verringerte sich beispielsweise die Konversionseffizienz 
durch die Einführung der Mutationen N155Y und N170S bei der Inkubation mit 


















Abbildung 27: Zusammenfassung der Ergebnisse der in vitro Konversionsreaktionen 
Graphische Darstellung der Konversionseffizienzen aus der in vitro Konversion verschiedener 
Prionproteinvarianten mit PrPSc verschiedener Erregerstämme. Es wurden pro PrPC-PrPSc-
Kombination in der Regel 6-12 unabhängige Konversionsexperimente durchgeführt und die 
Konversionseffizienz bestimmt (von den Experimenten mit Hamster-263K wurden pro PrPC-
PrPSc-Kombination 3-4 unabhängige Reaktionen durchgeführt). Die Höhe der 
Konversionseffizienz ist innerhalb einer Reihe auf die homologe Reaktion (PrPC und PrPSc 
haben die gleiche Aminosäuresequenz) mit der höchsten Konversionseffizienz (schwarz) 
bezogen. Intermediäre Konversionseffizienzen sind durch verschiedene Graustufen dargestellt 
(dunkelgrau: höhere Konversionseffizienz, hellgrau: niedrige Konversionseffizienz) und die 
niedrigste Konversionseffizienz innerhalb einer Reihe ist in weiß gehalten. cg: Rötelmaus 
(Clethrionomys glareolus); M109I, M109L, N155Y, N170S, N155Y-N170S, E227D: cg mit der 
angegebenen Punktmutation; mm: Maus (Mus musculus); ma: Hamster (Mesocricetus auratus); 
oa: Schaf (Ovis aries) mit Genotyp ARQ oder ARR; bt: Rind (Bos taurus); cg139A, cgSs3: 
cg M109I M109L N155Y N170S N155Y 
N170S 
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Erregerstämme der Rötelmaus mit Verwandtschaft zu Schaf-Scrapie; cgBSE, cg301C: 
Erregerstämme der Rötelmaus mit Verwandtschaft zu BSE; ME7: Erregerstamm aus Maus; 
263K: Erregerstamm aus Hamster; Scrap UK, Scrap Italy: Erregerstämme aus Schaf; BSE: 
Erregerstamm aus Rind; X: nicht durchgeführt. 
 
Wurden dieselben veränderten Prionproteine hingegen mit PrPSc aus der Maus 
(Abbildung 15, 27), dem Rind oder dem Schaf inkubiert (Abbildung 18, 19, 27), konnte 
eine Erhöhung der Konversionseffizienz beobachtet werden. Die im Vergleich zum 
Wildtyp-PrPC beobachteten Veränderungen der Konversionseffizienzen lassen sich 
entsprechend nicht auf eine generelle stabilisierende bzw. destabilisierende Wirkung 
dieser Punktmutationen auf die PrPC-Struktur und einer damit einhergehenden 
generellen Hemmung bzw. Begünstigung der Konversion von PrPC durch die 
Veränderung der Aminosäuresequenz zurückführen, sondern sind im Zusammenhang 
mit dem eingesetzten PrPSc zu betrachten. Im Einklang mit der Prion-Hypothese spielt 
somit die Interaktion von PrPC und PrPSc für die beobachteten Auswirkungen der 
Mutationen eine fundamentale Rolle, wobei bestimmte Regionen des Prionproteins 
dabei eine größere Rolle spielen (Abbildung 27).  
 
4.2.2. Punktmutationen und Interaktionsflächen 
 
Da der Austausch einer Aminosäure im zellulären Prionprotein die 
Konversionseffizienz in Abhängigkeit von der Interaktion mit PrPSc beinflusst, ist 
anzunehmen, dass Veränderungen in der Aminosäuresequenz eine Veränderung der 
Interaktionsflächen hervorrufen. Abhängig vom eingesetzten Erregerstamm kann diese 
Veränderung der Interaktionsflächen die Konversion behindern oder begünstigen. Um 
den Einfluss der vorgenommenen Veränderungen in der Primärsequenz des 
Prionproteins auf die Interaktionflächen beurteilen zu können, ist daher die Betrachtung 
der Lage der entsprechenden Aminosäuren sowohl in der räumlichen Struktur von PrPC 
als auch in den verfügbaren Strukturmodellen von PrPSc nötig.  
Abbildung 28A zeigt aufgrund der fehlenden Strukturdaten zum PrPC der Rötelmaus 
beispielhaft die aus NMR-Analysen gewonnene Struktur der globulären Domäne 
(Aminosäuren 125-228) des humanen zellulären Prionproteins, wobei die 
Sekundärstrukturelemente überlagert von der Van-der-Waals-Struktur, welche die 

















Abbildung 28: Lage der veränderten Aminosäurereste in Modellen von PrPC und PrPSc  
A,B) Globuläre Domäne des humanen PrPC (Aminosäure 125-228). Dargestellt sind die von der 
Van-der-Waals-Struktur überlagerten Sekundärstrukturelemente (lila: α-Helix; gelb: β-Faltblatt); 
N-Terminus: vorne mitte; C-Terminus: oben rechts. B) Lage der Aminosäuren H155 (blau), 
S170 (grün) und Q227 (eisblau). C-E) Strukturmodelle von PrPSc. Eingezeichnet ist die Lage der 
Aminosäuren 108/109 (rot), 154/155 (blau), 169/170 (grün) und 226/227 (eisblau) in den 
Sekundärstrukturelementen (lila: α-Helix; gelb: β-Faltblatt). C,D) Modell von Maus-PrPSc nach 
Govaerts et al. (Govaerts et al., 2004). Drei PrPSc-Moleküle sind zu einem Trimer assoziiert. Die 
Aminosäuren L108 (rot), Y154 (blau), N169 (grün) und D226 (eisblau) sind farblich markiert. 
C) von „oben“ (Blick auf den N-Terminus). D) von der „Seite“ (links ist der N-Terminus mit der 
ersten N-terminalen Windung der β-Helix und rechts der C-Terminus mit der letzten 
C-terminalen Windung der β-Helix). E) Seitenansicht des Modells Nr. 2 von Hamster-PrPSc nach 
Stork et al. (Stork et al., 2005). Drei PrPSc-Moleküle sind zu einem Trimer assoziiert. Drei 
übereinander geschichtete Trimer-Moleküle deuten den Aufbau einer PrPSc-Fibrille an. Die 
Aminosäuren M109 (rot), N155 (blau), N170 (grün) und D227 (eisblau) sind farblich markiert. 
Der N-Terminus mit der ersten N-terminalen Windung der β-Helix ist auf der linken Seite, die 
letzte C-terminale Windung der β-Helix auf der rechten Seite. Der C-Terminus liegt aufgrund der 
Orientierung der Helix 3 auf der linken Seite des Moleküls. Die Abbildung wurde mit der Visual 
Molecular Dynamics (VMD) Software erstellt (Humphrey et al., 1996). ("VMD was developed by 
the Theoretical and Computational Biophysics Group in the Beckman Institute for Advanced 
Science and Technology at the University of Illinois at Urbana-Champaign” 
http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd). 
E D C 
A B 
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Die Aminosäure 109 liegt außerhalb der globulären Domäne im unstrukturierten 
N-Terminus und ist daher in dieser PrPC-Struktur nicht abgebildet. Die Aminosäure 155 
liegt am C-terminalen Ende der Helix 1, Aminosäure 170 in der Schleife zwischen 
Helix 1 und Helix 2 und Aminosäure 227 liegt am C-terminalen Ende der Helix 3. Wie 
durch den Vergleich der NMR-Strukturdaten des zellulären Prionproteins von Maus, 
Hamster und Elch gezeigt wurde, beeinflusst der Aminosäurerest an Position 170 
entscheidend die Strukturstabilität der Schleifenregion 166-175 zwischen dem zweitem 
β-Faltblatt und Helix 2 (Gossert et al., 2005). Wie aus Abbildung 28A,B hervorgeht, 
sind die Reste der drei Aminosäuren 155, 170 und 227 nicht in der Proteinstruktur 
verborgen, sondern sind exponiert an der Molekül-Oberfläche. Obwohl sie an 
unterschiedlichen Regionen der Proteinoberfläche liegen, sind sie für eine mögliche 
Interaktion mit PrPSc zugänglich, bilden jedoch kein gemeinsames Epitop. Da sich die 
Sekundärstrukturelemente der globulären Struktur der zellulären Prionproteine 
verschiedener Säugerarten sehr ähnlich sind (Billeter et al., 1997) liegen auch bei 
anderen Spezies, wie z.B. bei der Maus (Riek et al., 1996; Riek et al., 1997) und beim 
Hamster (Donne et al., 1997; Liu et al., 1999) die korrespondierenden Aminosäurereste 
auf der Moleküloberfläche. Das Prionprotein der Rötelmaus weist eine hohe 
Sequenzidentität zum Prionprotein des Hamsters auf, weshalb davon auszugehen ist, 
dass auch beim PrPC der Rötelmaus die Reste der Aminosäuren 155, 170 und 227 auf 
der Oberfläche des Proteins liegen und somit potentielle Interaktionsflächen darstellen. 
Auch in den verfügbaren PrPSc-Modellen befinden sich die korrespondierenden 
Aminosäurereste zum großen Teil auf der Moleküloberfläche (Abbildung 28C-E). Das 
Modell von Govaerts et al. für den PK-resistenten Teil von Maus-PrPSc (Govaerts et al., 
2004) postuliert im Zuge der Umfaltung von PrPC zu PrPSc die Ausbildung einer 
β-Helix und die Anlagerung von drei Monomeren über die β-helicalen Bereiche zu 
einem PrPSc-Trimer (Abbildung 28C,D). Eine Aufschichtung von solchen trimeren 
Einheiten bildet eine PrPSc-Fibrille, wobei die β-Helices den Kern der Fibrille darstellen 
und Helix 2 und 3, welche nicht von der Umfaltung betroffen sind, sowie die 
Zuckerreste des Prionproteins außerhalb des Kerns liegen. Bei der Maus 
korrespondieren die Aminosäuren 108, 154, 169 und 226 mit den Aminosäuren 109, 
155, 170 und 227 der Rötelmaus. Die Aminosäure 108 ist bei dem Modell von Govaerts 
et al. Bestandteil der ersten β-helicalen Windung und liegt daher auf der N-terminalen 
Oberfläche der β-Helix, welche innerhalb der Fibrille mit dem darüber liegendem PrPSc 
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in intermolekulare Wechselwirkung tritt (Abbildung 28D, links). Aminosäure 154 liegt 
in einer Schleife, welche sich nach der letzten, C-terminalen β-helicalen Windung 
anschließt und zum N-terminalen Ende der β-Helix hinaufragt und daher wie die 
Aminosäure 108 in einer möglichen Interaktionsfläche liegt (Abbildung 28D, links). 
Diese Schleife führt wieder zu dem C-terminalen Ende der β-Helix, wo im Übergang 
zur Helix 2 die Aminosäure 169 lokalisiert ist und so mit einem darunter liegendem 
PrPSc in Wechselwirkung tritt (Abbildung 28D, rechts). Aminosäure 226 liegt am 
C-terminalen Ende der Helix 3, welches nach dem Modell von Govaerts et al. in der 
PrPSc-Fibrille keine relevante Kontakfläche darstellt. 
Auch in einem anderen Modell basierend auf der Prionprotein-Sequenz des Hamsters 
von Stork et al. (Stork et al., 2005) bilden übereinandergeschichtete Trimere von 
β-helicalen PrP-Molekülen die Fibrillen-Struktur von PrPSc (Abbildung 28E). 
Aminosäure 227 liegt auch in diesem Modell in der von der Konversion 
unbeeinträchtigten Helix 3, welche für die Fibrillenbildung keine relevante 
Kontaktfläche darstellt. Aminosäure 170 liegt in der letzten Windung der β-Helix vor 
dem Übergang in Helix 2 und ist daher auf einer für die Fibrillenbildung wichtigen 
Interaktionsfläche lokalisiert (Abbildung 28E, rechts). Aminosäure 155 liegt im 
Vergleich zum Modell von Govaerts et al. (Abbildung 28C, D) aufgrund der 
unterschiedlichen Windungsstruktur der β-Helix nicht auf der N-terminalen Oberfläche 
sondern zusammen mit Aminosäure 170 auf der C-terminalen Seite der β-Helix 
(Abbildung 28E, rechts) und könnte somit ein gemeinsames Epitop bilden. Durch die 
unterschiedliche Anordnung der Windungen und Schleifen bei dem Model von Stork et 
al. ist die Aminosäure 109 im Gegensatz zum Modell von Govarts et al. von der ersten 
Windung der β-Helix überlagert und so nicht mehr direkt auf der Oberfläche lokalisiert.  
 
Aminosäure 109 liegt im unstrukturierten N-terminalen Teil des zellulären 
Prionproteins und ist nur bei dem PrPSc-Modell von Govarts et al. (Govaerts et al., 
2004) direkt auf einer für die Fibrillenbildung wichtigen intermolekularen 
Kontaktfläche lokalisiert. Durch Veränderung der Rötelmaus-Sequenz an dieser 
Position in eine Maus-spezifische Aminosäure (M109L) sowie durch den Austausch 
von Methionin gegen Isoleucin (M109I), welcher den natürlichen Polymorphismus der 
Rötelmäuse simuliert, reduzierte sich die Konversionseffizienz bei allen untersuchten 
Erregerstämmen (Abbildung 27). Selbst in der Reaktion mit aus Mäusen isoliertem 
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PrPSc (ME7) bewirkte die Änderung der Rötelmaus-Sequenz an der Postion 109 in eine 
Maus-spezifische Aminosäure (M109L) keine Verbesserung der Konversionseffizienz 
(Abbildung 15, 27). Es ist daher möglich, dass dem beobachteten Effekt der 
Veränderung an der Position 109 (M109I und M109L) ein anderer Mechanismus 
zugrunde liegt als die Veränderungen an den Positionen 155 und 170.  
Wie oben dargestellt hängt der Effekt der Mutationen N155Y und N170S von dem 
verwendeten Erregerstamm ab. Ein Austausch der Rötelmaus-spezifischen 
Aminosäuren an diesen Positionen in Aminosäuren der Maus bewirkt eine Abnahme der 
Konversionseffizienz bei der Reaktion mit PrPSc aus Rötelmäusen und eine Zunahme 
der Konversionseffizienz bei der Reaktion mit Maus-PrPSc (Abbildung 27). Bezogen auf 
die Lage in der dreidimensionalen Struktur von PrPC und PrPSc erscheinen die 
Aminosäuren 155 und 170 von besonderer Bedeutung, da ihre Reste einerseits bei PrPC 
und PrPSc einen Teil der Moleküloberfläche bilden und bei den in Abbildung 28 
dargestellten Modellen von PrPSc auf für die Fibrillenbildung wichtigen 
Interaktionflächen lokalisiert sind. Eine Veränderung an den Aminosäuren 155 und 170 
ist ausreichend, um den Unterschied zwischen Maus und Rötelmaus bei der Inkubation 
mit allen untersuchten Erregerstämmen auszugleichen (Abbildung 27).  
Die Seitenkette der Aminosäure 227 liegt zwar sowohl bei PrPC als auch bei PrPSc auf 
der Oberfläche des Moleküls, ist aber bei den in Abbildung 28C-D dargestellten PrPSc-
Modellen nicht in einer Region lokalisiert, welche von einer intermolekularen 
Interaktion der Monomere in der PrPSc-Fibrille betroffen ist. Dies korreliert mit den 
Ergebnissen aus der in vitro Konversion, bei denen die Veränderung des Rötelmaus-
PrPC an Codon 227 in eine Maus-spezifische Aminosäure (E227D) bei allen 
untersuchten Erregerstämmen keine Veränderungen der Konversionseffizienz im 
Vergleich zum Wildtyp-PrPC hervorgerufen hat (Abbildung 27). 
Alternativ zur Ausbildung einer β-Helix bei der Umfaltung von PrPC zu PrPSc wurde 
von DeMarco und Dagett basierend auf molekulardynamischen Computersimulationen 
ein PrPSc-Modell mit einem im Vergleich zu PrPC erhöhten β-Faltblattanteil ohne 
helicale Anordnung vorgeschlagen (DeMarco & Daggett, 2004). Auch dieses Modell 
basiert auf einer trimeren Anordnung der PrPSc-Monomere und passt zu den 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen zweidimensionaler PrPSc-Kristalle. Wie bei den 
Modellen von Govaerts et al. (Govaerts et al., 2004) und Stork et al. (Stork et al., 2005) 
ist Aminosäure 170 auch in diesem Modell in einer für die intermolekulare 
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Wechselwirkung in der PrPSc-Fibrille wichtigen Interaktionsfläche lokalisiert. 
Allerdings wird in diesem Modell für den C-Terminus des Prionproteins und damit auch 
für die Aminosäure 227 eine entscheidende Bedeutung für den Kontakt der PrPSc-
Monomere bei der Fibrillenbildung postuliert. Da in den in vitro Konversionsreaktionen 
die Mutation E227D keine Veränderung der Konversionseffizienz hervorgerufen hat 
(Abbildung 27), ist die Bedeutung des C-Terminus für die PrPSc-Bildung und damit 
auch das β-Faltblatt-Modell jedoch zweifelhaft. Dass der C-Terminus und damit auch 
das Codon 227 keine Bedeutung für die PrPSc-Bildung hat wurde auch durch Studien 
belegt, bei denen die Hemmung der in vitro Konversion durch PrP-spezifische 
Antikörper bzw. PrP-Peptide untersucht wurde (Chabry et al., 1998; Horiuchi & 
Caughey, 1999; Chabry et al., 1999; Horiuchi et al., 2001).  
 
Aus der Betrachtung der Lage der veränderten Aminosäuren in der räumlichen Struktur 
von PrPC und PrPSc wird deutlich, dass die untersuchten Aminosäurepositionen 109, 
155, 170 und 227 auf der Oberfläche der Konformationsisomere und damit auf 
potentiellen Interaktionsflächen liegen. Aus den erzielten in vitro Konversionsdaten ist 
jedoch ersichtlich und dies wird durch die Lage der Aminosäuren in den PrPSc-Modellen 
unterstützt, dass dabei die Reste der Aminosäuren 109, 155 und 170 im Vergleich zur 
Aminosäure 227 auf für die PrPSc-Bildung wichtigeren Interaktionsflächen lokalisiert 
sind (Abbildung 27, 28) (Piening et al., J. Biol. Chem., submitted). 
  
4.2.3. Sequenzidentität und Strukturkompatibilität 
 
Die Ergebnisse der in vitro Konversionsreaktionen (Abbildung 27) haben gezeigt, dass 
die Sequenzidentität zwischen PrPC und PrPSc eine wichtige Rolle für die 
Konversionseffizienz spielt und es darüberhinaus Aminosäurepositionen gibt, in denen 
eine Sequenzidentität wichtiger ist als an anderen Positionen. Aus Abbildung 27 wird 
jedoch weiterhin deutlich, dass die Sequenzidentität nicht das ausschließliche Kriterium 
für die Vorhersage der Konversionseffizienz und damit auch für die Vorhersage der 
Höhe einer Speziesbarriere darstellt. 
So konnten bei den Konversionsreaktionen mit den Erregerstämmen der Rötelmaus 
bezüglich der Mutation N155Y und 170S bzw. der Doppelmutation N155Y-N170S 
stammspezifische Effekte auf die Konversionseffizienz beobachtet werden. Bei den 
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Erregerstämmen cg139A und cgSs3, deren Ursprünge auf Schaf-Scrapie-Erregestämme 
zurückzuführen sind, fiel die Reduktion der Konversionseffizienz durch die 
Doppelmutation stärker aus als die Reduktion durch die Einzelmutationen N155Y bzw. 
N170S. Bei den BSE-verwandten Erregerstämmen cgBSE und cg301C war die 
Mutation N155Y ausreichend, um den Unterschied in der Konversionseffizienz von 
Rötelmaus-PrPC und Maus-PrPC auszugleichen (Abbildung 14, 27). Obwohl den 
Erregerstämmen cg139A, cgSs3, cgBSE und cg301C die gleiche PrP-Primärsequenz, 
nämlich die der Rötelmaus, zugrunde liegt, da das PrPSc für diese Versuche aus den 
Gehirnen von Rötelmäusen präpariert wurde, welche mit einem mehrfach in 
Rötelmäusen passagierten Erregerstamm infiziert wurden, ließen sich anhand der 
unterschiedlichen Veränderung der Konversionseffizienz durch die 
Aminosäurenaustausche N155Y und N170S die verschiedenen Erregerstämme nach 
ihrer Herkunft gruppieren. Da die Konversionsreaktionen mit verschiedenen 
Erregerstämmen durchgeführt wurden und Erregerstämme als Konformationsisomere 
erachtet werden (Safar et al., 1998), könnte einerseits die Veränderung der 
Aminosäuresequenz die Umfaltung von PrPC in die Protease-resistente Isoform 
abhängig von der Erregerstamm-spezifischen PrPSc-Konformation unterschiedlich stark 
beeinträchtigen und so zu unterschiedlichen Konversionseffizienzen führen. 
Andererseits könnten die verschiedenen Erregestämme aufgrund ihrer unterschiedlichen 
Konformationen mit dem eingesetzten PrPC unterschiedlich interagieren und so 
unterschiedliche Konversionseffizienzen hervorrufen.  
Beiden denkbaren Mechanismen ist die Schlussfolgerung gemeinsam, dass die 
Konversionseffizienz bei der Reaktion von PrPC und PrPSc nicht primär von der 
Sequenzidentität abhängt, sondern durch die Strukturkompatibilität von PrPC und PrPSc 
vermittelt wird. Zwar bedingt die Sequenz auch die Struktur, weshalb eine hohe 
Konversionseffizienz in Reaktionen beobachtet wird, in denen PrPC und PrPSc die 
gleiche Primärsequenz haben. Dass dies aber nicht das einzige Kriterium darstellt, 
zeigen die unterschiedlichen Konversionseffizienzen bei bezüglich der Primärsequenz 
gleichen PrPC-PrPSc-Kombinationen.  
Die Schlussfolgerung, dass die Konversionseffizienz nicht primär von der 
Sequenzidentität zwischen PrPC und PrPSc abhängt, sondern durch die 
Strukturkompatibilität der beiden Isoformen bedingt wird, wird auch dadurch gestützt, 
dass bei heterologen Konversionsreaktionen in den reziproken Reaktionen sehr 
unterschiedliche Konversionseffizienzen auftreten können. Aus Abbildung 13 wird 
 122
deutlich, dass obwohl die Aminosäuresequenz zwischen Rötelmaus und Hamster sehr 
ähnlich ist, Hamster-PrPC sehr ineffizienz durch PrPSc aus Rötelmäusen konvertiert 
wird. Im Gegensatz dazu wird PrPC der Rötelmaus sehr effizient von PrPSc aus Hamster 
konvertiert (Abbildung 17). Dass bei heterologen Konversionsreaktionen bezogen auf 
die Aminosäuresequenz die gleiche Kombination der PrP-Moleküle, abhängig davon 
welche der Sequenzen missgefaltet ist, unterschiedliche Ergebnisse hervorrufen kann, 
ist auch bei in vitro Konversionsexperimenten zur Speziesbarriere zwischen Maus und 
Hamster beschrieben worden (Kocisko et al., 1994; Kocisko et al., 1995). Hamster-PrPC 
lässt sich zu einem gewissen Grad durch Maus-PrPSc (RML) konvertieren, wohingegen 
Maus-PrPC sich weitgehend resistent gegenüber einer Konversion durch Hamster-PrPSc 
(263K) erweist. Wie aus Abbildung 15 und 17 deutlich wird, lässt sich jedoch Hamster-
PrPC durch ME7 ähnlich ineffizient konvertieren wie Maus-PrPC mit 263K aus 
Hamstern. Hinzu kommt, dass die Einführung einer Hamster-spezifischen Aminosäure 
an Position 138 (I138/139M) die Konversion von Maus-PrPC in mit Maus-PrPSc 
infizierten Neuroblastomazellen unterbinden kann (Priola & Chesebro, 1995). Bei der in 
vitro Konversion von Maus-PrPC durch Hamster-PrPSc zeigte sich jedoch die Identität 
an Position 154/155 und nicht an Position 138/139 als entscheidend für die 
Konversionseffizienz (Priola et al., 2001). Da die in vitro Konversionsdaten mit 
gereinigtem PrPC und PrPSc erzielt wurden, ist ein möglicher Einfluss von zusätzlichen 
zellulären Faktoren, wie dem „Protein X“ (Telling et al., 1995), als Ursache für die 
unterschiedlichen Konversionseffizienzen bei reziproken Reaktionen als 
unwahrscheinlich anzusehen. 
 
Die Auswertung der Konversionsdaten im Hinblick auf unterschiedliche Erregerstämme 
macht deutlich, dass die Konversionseffizienz und damit auch die Höhe der 
Speziesbarriere nicht primär durch die Sequenzidentität determiniert ist, sondern durch 
die Strukturkompatibilität von PrPC und PrPSc bestimmt wird (Piening et al., J. Biol. 
Chem., submitted). Die Existenz von Erregerstämmen liegt in den unterschiedlichen 
Strukturen begründet, die von der pathogenen Isoform des Prionproteins angenommen 
werden können. Dadurch kommt es zu unterschiedlichen Wechselwirkungen mit PrPC 
bei der PrPSc-Bildung, woraus die charakteristischen Eigenschaften und 




4.2.4. Primärsequenz-unabhängige Faktoren 
 
Obwohl durch in vitro Konversionsexperimente mit gereinigtem PrPC und PrPSc in vivo 
beobachtete Speziesbarrieren nachvollzogen wurden und so die Rolle der 
Primärsequenz für die Speziesbarriere dargestellt werden konnte (Kocisko et al., 1995; 
Priola et al., 2001), ist aus Infektionsstudien mit unterschiedlichen Maus-Linien, welche 
über dasselbe Prionprotein verfügen, bekannt, dass neben PrPC und PrPSc zusätzliche 
Faktoren des Wirts die Speziesbarriere modulieren (Lloyd et al., 2001; Moreno et al., 
2003).   
Transmissionsstudien an Rötelmäusen haben gezeigt, dasss sich Rötelmäuse im 
Vergleich zu Hausmäusen sehr leicht durch Scrapie infizieren lassen, sich aber resistent 
gegenüber einer Infektion mit BSE erweisen (Cartoni et al., 2005) (Agrimi, 
unveröffentlicht). Dies sollte sich durch in vitro Konversionsexperimente mit 
gereinigtem PrPC und PrPSc nachvollziehen lassen, wenn der beobachtete Unterschied 
zwischen Rötelmaus und Maus auf die verschiedenen Primärsequenzen des 
Prionproteins zurückzuführen ist. Wie aus Abbildung 27 erkennbar, ist die 
Konversionseffizienz von Rötelmaus-PrPC bei der Inkubation mit BSE niedriger als die 
Konversionseffizienz von Maus-PrPC. Dieses Ergebnis korreliert mit den Daten der 
Transmissionsstudien. Eine Veränderung der Sequenz des Prionproteins der Rötelmaus 
an den für die PrPres-Bildung wichtigen Positionen 155 und 170 in Maus-spezifische 
Aminosäuren (N155Y-N170S) nivelliert den Unterschied in der Konversionseffizienz 
von Rötelmaus- und Maus-PrPC.  
Auch bei den Konversionsreaktionen mit Scrapie konnte beim PrPC der Rötelmaus im 
Vergleich zum PrPC der Maus eine geringere Konversionseffizienz festgestellt werden. 
Dies widerspricht den Ergebnissen der Transmissionstudien, da sich die Rötelmaus im 
Vergleich zur Maus gegenüber einer Infektion mit Schaf-Scrapie als sehr empfindlich 
erwiesen hat. Die Einführung von Aminosäuren der Maus an den Positionen 155 und 
170 des Rötelmaus-PrPC bewirkte eine Erhöhung der Konversionseffizienz auf das 
Niveau von Maus-PrPC. Diese Tendenz konnte sowohl für den aus einem italienischen 
Scrapie-Fall isolierten Erregerstamm (Scrap Italy) als auch für einen aus Großbritannien 
stammenden Scrapie-Erreger (Scrap UK) beobachtet werden. Daher ist bezüglich Schaf-
Scrapie eine Diskrepanz zwischen den Daten in vivo und in vitro zu verzeichnen. 
Auch das PrPC des Hamsters, welches im Hinblick auf die Aminosäuresequenz dem 
PrPC der Rötelmaus sehr ähnlich ist (Abbildung 1), lässt sich in vitro durch Schaf-
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Scrapie und BSE schlechter konvertieren als Maus-PrPC (Abbildung 18, 19) (Raymond 
et al., 1997). In vivo lassen sich Hamster zwar auch nicht mit BSE infizieren, zeigen 
allerdings bei der primären Infektion mit Schaf-Scrapie im Vergleich zur Rötelmaus 
eine sehr lange Inkubationszeit (Kimberlin & Walker, 1978; Kimberlin et al., 1987; 
Kimberlin et al., 1989; Priola, 1999). Entsprechend müsste unter der Annahme, dass 
Unterschiede in der Primärsequenz für die Empfindlichkeit der Rötelmaus gegenüber 
Schaf-Scrapie verantwortlich sind, mindestens eine Aminosäureposition im Prionprotein 
der Rötelmaus vorliegen, welche sich sowohl von der Maus als auch vom Hamster 
unterscheidet. Dies ist innerhalb des reifen Prionproteins nur für die Position 227 der 
Fall (Abbildung 1), welche jedoch für die PrPres-Bildung unbedeutend ist (Abbildung 
27).  
Die Unterschiede zwischen Maus und Rötelmaus in der Empfindlichkeit gegenüber 
TSE-Erregern können daher nicht ausschließlich in den verschiedenen Primärsequenzen 
des Prionproteins begründet sein. Es ist anzunehmen, dass zusätzliche Wirtsfaktoren, 
die in dem verwendeten Konversionsverfahren keinen Einfluss haben, da aufgereinigtes 
PrPC und PrPSc verwendet wird, in vivo für die Speziesbarriere eine wichtige Rolle 
spielen. Als möglicher Kofaktor ist das bisher nicht identifizierte „Protein X“ postuliert 
worden (Telling et al., 1995). Es wird spekuliert, dass „Protein X“ durch eine 
Interaktion mit dem Prionprotein an den auf die Sequenz der Rötelmaus bezogenen 
Aminosäuren 168, 172, 215 und 219 die PrPSc-Bildung moduliert (Kaneko et al., 1997). 
Aus Abbildung 1 ist ersichtlich dass sich die Primärsequenz des Prionproteins der 
untersuchten Spezies bezüglich des postulierten Bindungsepitops nur am Codon 215 
unterscheiden. Die Sequenzen von Maus und Rötelmaus stimmen jedoch auch an dieser 
Aminosäurenposition miteinander überein. Die beiden Spezies besitzen dasselbe 
„Protein X“-Bindungsepitop. Es ist daher zu vermuten, dass sich die Interaktion und die 
Bindungsaffinität von „Protein X“ der Maus und Rötelmaus mit dem jeweiligen PrPC 
nicht unterscheiden und die Unterschiede in den in vivo und in vitro Daten nicht auf den 
Einfluss des „Protein X“ zurückzuführen sind. Aus Ergebnissen von Infektionsstudien 
mit transgenen Mäusen, welche Prionproteine mit einer chimären Sequenz von Maus 
und Rind exprimieren (Scott et al., 2005), geht außerdem hervor, dass transgene Mäuse, 
welche Rind-PrPC mit dem „Protein X“-Bindungsepitop der Maus exprimieren, 
schlechter mit BSE, vCJD und Scrapie infizierbar sind als transgene Mäuse, welche die 
gleiche Sequenz mit dem „Protein X“-Bindungsepitop des Rindes exprimieren. Die 
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Bedeutung des „Protein X“ für die Speziesbarriere ist aufgrund dieser Daten generell in 
Frage zu stellen.  
Zur Identifizierung und Charaktierisierung der Faktoren, welche neben der 
Primärsequenz die Speziesbarriere beeinflussen, bedarf es entsprechend weiterführender 
Studien. Eine Reihe von Faktoren sind beschrieben worden, die mit dem Prionprotein 
interagieren und so einen Einfluss auf die Konversion haben können (Gauczynski et al., 
2001a). Die Effizienz der Ausbreitung des TSE-Erregers im Organismus und damit 
auch die Speziesbarriere hängen jedoch nicht ausschließlich von der Konversion des 
zellulären Prionproteins in seine pathogene Isoform ab, sondern werden auch durch 
andere Faktoren bestimmt, die zur Ausbreitung der Prionen im Organismus beitragen. 
So nehmen neben der Ausbreitung des Erregers im Nervensystem auch Zellen des 
Immunsystems eine bedeutende Stellung in der komplexen Pathogenese der 
Prionkrankheiten ein (Aguzzi & Heikenwalder, 2005).  
In Anbetracht der im vorherigen Kapitel diskutierten unterschiedlichen 
Konversionseffizienzen bei bezüglich der Primärsequenz gleicher PrPC / PrPSc-
Kombination erweist sich der Begriff der „Speziesbarriere“ als unzutreffend. Vielmehr 
handelt sich um eine „Strukturkompatibilitäts-abhängige Transmissions-Barriere“ oder 
eine „Erregerstamm-Barriere“. Da die Transmissions-Barriere von Primärsequenz-
unabhängigen Faktoren beeinflusst ist, wird deutlich, dass die Effizienz der Übertragung 
von Prionkrankheiten durch das Zusammenwirken der Primärsequenz, der 
Kompatibilität der Strukturen von PrPSc und PrPC sowie zusätzlicher Kofaktoren 
bestimmt wird (Piening et al., J. Biol. Chem., submitted). 
 
4.3. Stabilisierung von PrP-Aggregaten zur Strukturanalyse 
 
Wie oben dargestellt lässt sich die Konversionseffizienz einer spezifischen PrPSc / PrPC-
Kombination und damit auch die Speziesbarriere zwischen zwei Organismen nur 
bedingt anhand der Primärsequenz vorhersagen. Nicht die Identität der 
Aminosäurenabfolge zwischen PrPC und PrPSc, sondern die strukturelle Kompatibilität 
der beiden Konformationsisomere und die darauf basierende initiale Interaktion scheint 
für die PrPSc-Bildung von primärer Bedeutung. Daher sind Informationen zur 
dreidimensionalen Struktur von PrPC und PrPSc von besonderem Interesse.  
Da sich das zelluläre Prionprotein in rekombinanter Form löslich in hohen 
Konzentrationen erzeugen lässt, konnte die Struktur der globulären Domäne des PrPC 
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von unterschiedlichen Säugerspezies durch NMR-Anlaysen aufgeklärt werden (Billeter 
et al., 1997). Die missgefaltete Form des Prionproteins hingegen bildet in seiner 
infektiösen Form unlösliche Aggregate, die sich durch klassische 
Strukturanalyseverfahren nicht untersuchen lassen. Die zur Struktur von PrPSc 
verfügbaren Modelle unterscheiden sich im Hinblick auf die Detailstruktur der 
Monomere sowie ihrer Anordnung in den PrP-Aggregaten zum Teil erheblich (Govaerts 
et al., 2004; DeMarco & Daggett, 2004; Stork et al., 2005). Daher wurde der Versuch 
unternommen, einerseits instabile Aggregationskeime und andererseits PrPSc in seiner 
infektiösen Form zu stabilisieren, um sowohl Aggregationkeime als auch PrPSc weiteren 
biophysikalischen Analysen zugänglich zu machen und Informationen zur Struktur zu 
erhalten. Zur Stabilisierung der PrP-Aggregate wurde eine Vernetzungsmethode 
verwendet, deren Prinzip auf der licht-induzierten Radikalisierung von Tyrosin-
Seitenketten und die dadurch hervorgerufene Reaktion der Tyrosin-Radikale mit 
benachbarten Tyrosinen oder nukleophilen Seitenketten unter Ausbildung einer neuen 
kovalenten Verbindung beruht (Fancy & Kodadek, 1999). Durch die direkte Vernetzung 
benachbarter Aminosäureseitenketten ohne die Verwendung eines zusätzlichen 
chemischen Verbindungsmoleküls bedarf es bei dieser Methode keiner chemischen 
Modifikation der Proteine, wodurch die natürliche Proteinstruktur erhalten bleibt.  
Nach dem “seeded polymerisation”-Modell (Abbildung 26) ist der 
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der PrPres-Bildung die Formation eines 
Aggregationskeimes, welcher bei der Überschreitung einer gewissen Größe stabilisiert 
und so die weitere Anlagerung und Umformung von PrPC beschleunigt wird (Jarrett & 
Lansbury, Jr., 1993). Dieser Prozess kann mit rekombinantem Prionprotein durch 
Verdünnung der Detergenz-Konzentration modelliert (Post et al., 1998) und auf 
molekularer Ebene durch den Einsatz verschiedenfarbig-markierter rPrP-Moleküle mit 
Hilfe der Fluoreszenz-Korrelationspektroskopie (FCS) verfolgt werden (Giese et al., 
2004; Levin et al., 2005). Der initiale, geschwindigkeitsbestimmende Schritt der 
Proteinoligomerisierung in diesem Aggregationsverfahren konnte überwunden werden, 
wenn vorgeformte Oligomere als “seeds” hinzugefügt wurden (Abbildung 20). Mit 
Hilfe der foto-induzierten Vernetzungsmethode wurden diese vorgeformten Oligomere 
durch intermolekulare Vernetzung stabilisiert. Der Grad der Vernetzung war durch die 
Variation der Belichtungsintensität einstellbar und konnte durch den Einsatz der FCS-
Technologie überprüft werden (Abbildung 21). Dass die natürliche Aggregatstruktur 
von der direkten Vernetzung der Aggregate über Aminosäurereste an interagierenden 
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Proteinoberflächen nicht beeinträchtigt wurde, zeigte sich durch die unveränderte 
Fähigkeit von stabilisierten Oligomeren, die Aggregation von monomerem rPrP zu 
induzieren (Abbildung 22) (Piening et al., Amyloid, in revision).   
Auch PrPSc-Aggregate ließen sich foto-chemisch vernetzen. Dies gelang sowohl in 
Präparationen von aufgereinigtem PrPSc als auch im Hirnhomogenat 
(Abbildung 23, 24), welches neben dem Prionprotein noch zahlreiche andere Proteinen 
und Makromoleküle enthält. Dabei hatte die Vernetzung wie bei der „Seeding“-
Kapazität der stabilisierten rPrP-Oligomere keinen Einfluss auf die Infektiösität der 
stabilisierten Prionen, was verdeutlicht, dass die Vernetzung der Aggregate die für die 
Prion-Vermehrung wichtigen Interaktionsflächen nicht beeinträchtigt (Piening et al., 
Amyloid, in revision).     
Die Tatsache, dass PrP-Aggregate stabilisiert werden können, ohne ihre natürliche 
Struktur und ihre biophysikalischen Eigenschaften zu verändern, eröffnet die 
Möglichkeit für indirekte strukturelle Analysen. Beispielsweise ist bei einem 
proteolytischen Verdau von kovalent verknüpften PrP-Aggregaten mit einer Protease, 
welche die Proteine an definierten Stellen schneidet, aufgrund der intermolekularen 
Vernetzung im Vergleich zu unvernetzten Aggregaten ein verändertes Peptidmuster zu 
erwarten. Durch eine geeignete Analyse der Peptidmuster, z.B. durch eine 
massenspektrometrische Analyse, können so indirekt die Interaktionsflächen kartiert 
werden. Daher wurden rPrP-Aggregate kovalent vernetzt und einem Verdau mit Trypsin 
unterzogen. Die durch den tryptischen Verdau gewonnenen Peptide wurden 
anschließend einer massenspektrometrischen Analyse unterzogen. Obwohl für das 
Prionprotein spezifische Massensignale detektiert werden konnten, war die 
Identifizierung von durch die Vernetzung neu entstandenen Peptid-Massen nicht 
eindeutig möglich (Abbildung 25). Dies kann einerseits technische Ursachen haben, da 
die Möglichkeit besteht, dass durch die Ionisation der Massenspektrometrie Elektronen 
frei werden, die zu einer Reduktion und damit zu einem Zerfall der neuen kovalenten 
Verbindungen beitragen. Andererseits ist es aber auch möglich, dass die als Modell für 
PrPSc analysierten rPrP-Aggregate eine zu geringe Ordnung aufweisen und daher über 
keine eindeutigen Interaktionsflächen verfügen. Die Vernetzung erfolg in diesem Fall 
über variierende Interaktionsflächen, wodurch es zu keinen einheitlichen 
Massensignalen in der Analyse der tryptischen Verdaue von vernetzten Aggregaten 
kommen kann. 
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Durch eine massenspektrometrische Analyse tryptischer Peptide von kovalent 
vernetztem PrPSc in seiner infektiösen Form, welches wahrscheinlich eine höhere 
strukturelle Ordnung aufweist als die modellhaft untersuchten rPrP-Aggregate, lassen 
sich unter Umständen differentielle Peptidmuster analysieren und so über die 
intermolekularen Kontaktflächen die molekulare Architektur von Prionen 
charakterisieren. 
 
Insgesamt konnte somit im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch in vitro 
Konversionsreaktionen die autokatalytische Vermehrung von infektiösen Prionen 
demonstriert und so ein Beleg für die Prion-Hypothese erbracht werden. Weiterhin 
wurde dargestellt, dass für die Speziesbarriere die Strukturkompatibilität von PrPC und 
PrPSc und nicht die Sequenzidentität entscheidend ist. Der Begriff der „Speziesbarriere“ 
ist daher unzutreffend. Vielmehr handelt es sich um eine „Strukturkompatibilitäts-
abhängige Transmissions-Barriere“ bzw. „Erregerstamm-Barriere“, welche durch 
zusätzliche Kofaktoren modelliert wird. Verschiedene Erregerstämme bilden durch 
Unterschiede in der PrPSc-Struktur ihre charakteristischen Eigenschaften aus. Um zu 
einem fundierten Verständnis der Erregerstämme und der Transmissions-Barriere zu 
gelangen, ist daher die Aufklärung der PrPSc-Struktur erforderlich. Da dies mit 
klassischen Methoden bisher nicht gelungen ist, wurde eine Methode zur kovalenten 
Vernetzung von PrP-Aggregaten etabliert, die es ermöglicht, Interaktionsflächen in 
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Reaktionen experimentell belegt und die Vermehrung von Infektiösität in vitro 
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Um die Höhe einer Transmissionsbarriere vorauszusagen, ist daher neben der 
Identifizierung der zusätzlichen Wirtsfaktoren die Aufklärung der PrPSc-Struktur 
erforderlich. Da dies aufgrund der biophysikalischen Eigenschaften von PrPSc mit 
klassischen Verfahren nicht möglich ist, wurde eine Methode zur kovalenten 
Vernetzung von PrP-Aggregaten etabliert, die es ermöglicht Interaktionsflächen in PrPSc 
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